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_ Ein Respirationsapparat. 
Von 
Dr. E. Grafe, Assistenten der Klinik. 


(Aus der medizinischen Klinik in Heidelberg, Direktor: Prof. Dr. Kreh].) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1910.) 


Die Versuche von Zuntz und seinen sehr zahlreichen 
Schiilern (vgl. 6) haben bewiesen, wie wichtige Schliisse beson- 
ders beim Gesunden aus kurz dauernden Respirationsversuchen 
fiir den Stoffwechsel sich gewinnen lassen. Fiir eine Reihe 
von Fragestellungen, vor allem solche, in denen es gilt, vor- 
iibergehende Veriinderungen des Stoffwechsels z. B. nach Ar- 
beitsleistung zu studieren, ist die Methodik mit kurzen Perioden 
wohl die allein zulassige. 

Will man jedoch exakte Bilanzen des Stoff- und Kraft- 
wechsels aufstellen oder abnorme Umsetzungen im Organismus 
verfolgen, so sind Versuche mit Apparaten, die den ganzen 
Menschen fiir viele Stunden aufnehmen k6nnen, weit vorzu- 
ziehen. Es gibt derartige grofe Respirationsapparate in Deutsch- 
land nur sehr wenige. Meist ist wie in Miinchen, Berlin und 
Diisseldorf das Pettenkofersche Prinzip zugrunde gelegt. Der 
Nachteil dieser Apparate besteht in dem zu grofen Volumen, 
das sie fiir kiirzer dauernde, nur 2—3 Stunden umfassende Ver- 
suche ungeeignet macht,‘) und vor allem in der Unméglichkeit 
der Sauerstoffbestimmung, die fiir die Bearbeitung aller Fragen 
des qualitativen Stoffwechsels von entscheidender Bedeutung 
ist. Diesen Miingeln steht als Vorteil gegentiber, dafi die Kohlen- 
siurebestimmung auferordentlich genau ist. 

Eine Reihe anderer Apparate lehnt sich mehr oder weniger 
eng an das Regnault-Reisetsche Prinzip an. Von Atwater 
und Benedict ist dann in auferordentlich exakter Weise die 


') vy. Bergmann (*) hat diesem Nachteil durch Einschaltung von 
Zuntz-Geppert-Versuchen abzuhelfen gesucht. 
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Bestimmung von Sauerstoff, Kohlensiure und Wasserdampf mit 
der direkten Messung der Kalorienabgabe verbunden worden. (!) 
Ein ahnlicher Apparat befindet sich im Physiologischen Institut 
der Landwirtschaftlichen Hochschule zu Bonn-Poppelsdorf. Wegen 
der auSerordentlich hohen Anschaffungs- und Betriebskosten 
sowie der grofen Kompliziertheit der Apparatur kommen diese 
wohl am exaktesten arbeitenden Apparate fiir Kliniken leider 
kaum in Betracht. Auch sie haben den Nachteil, daB der zeit- 
liche Ablauf der Umsetzungen im Organismus wenigstens bei 
grober Kammer sich nicht genau verfolgen abt. 

Die grofte Vielseitigkeit der Anwendbarkeit wiirde ein 
Apparat besitzen, der es gestattet, sowohl langdauernde wie 
nur wenige Stunden wiihrende Versuche zu gestatten. 

Zu diesem Zwecke schien mir das von Jaquet(®) aus- 
gearbeitete Prinzip der Teilstromabsaugung am zweckmiifigsten, 
um so mehr als es uns schon bei dem friiher beschriebenen 
und beniitzten Kopfrespirationsapparate gute Dienste geleistet 
hatte. Fiir die Konstruktion des Respirationsapparates unserer 
Klinik wurde mir von Herrn Professor Krehl eine von der 
Kgl. preubischen Akademie der Wissenschaften in Berlin ver- 
liehene Summe zur Verfiigung gestellt. Der Kasten selbst 
wurde nach unseren Angaben in den Fabriken von Heinrich 
Lanz-Mannheim angefertigt und der Klinik in hochherziger 
Weise von Herrn Kommerzienrat Dr. Carl Lanz geschenkt. 

Bei der Konstruktion des Kastens leiteten uns drei Haupt- 
gesichtspunkte. Erstens muften Form und Volumen so gewiihlt 
werden, dafi bei moéglichst kleinem Inhalt der Kammer der 
Aufenthalt fiir die Versuchsperson doch bequem und angenehm 
wurde und eine gewisse Bewegungsfreiheit gestattete. Es mufte 
vor allem der etwas sargartige Charakter des Baseler Apparates 


vermieden werden. 
Zweitens mufte fiir vollkommene Luftdichtigkeit gesorgt 


werden. 
Drittens war es vor allem im Interesse der Kranken, an 


deren Untersuchung von uns ja in erster Linie gedacht war, 
dringend wiinschenswert, dai der Kasten leicht und augenblick- 
lich zu Offnen und zu schliefen war. 
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Diesen beiden letzteren Forderungen glaubte ich am ein- 
fachsten und zweckmabigsten dadurch zu geniigen, da ich auf 
die Anbringung einer Tiire, wie sie alle bisherigen Apparate 
haben, verzichtete und den Kasten mit der Unterfliiche seiner 
4 Seitenwiinde in eine mit Paraffin6] gefiillte Blechrinne stellte. 
Das Offnen des Kastens geschieht durch Anheben des Fufendes 
und Kanten auf der Vorderwand des Kopfteils. Durch ein 
starkes Gegengewicht, das durch ein dickes, durch die Decke 
des Zimmers hindurchgehendes Seil mit dem FuBteil verbunden 
wurde, ist der Kasten in jeder Lage ungefiihr ausbalanciert, 
sodaf es nur eines geringen Uberdrucks zum Heben und Senken 
bedarf. 

So ist das Offnen und SchlieBen des Kastens im Bruch- 
teil einer Sekunde ermdglicht, und man hat nicht nétig, viele 
Verschraubungen, die doch nur ganz selten vollkommen luft- 
dicht schlieBen, zu lésen oder anzuziehen. 

Der Inhalt des Kastens betriigt 2634,8 |. Die Grundflache 
ist ein Rechteck, Kopf- und Fufseiten sind 90 cm lang, die 
Liingsseiten 200 cm. 

Der Kopfteil des Kastens ist 170 cm hoch. Diese Hohe 
behilt der Kasten aber nur auf eine Strecke von 100 cm bel, 
von da an ist er, um Platz zu sparen, nach dem Fubende zu 
abgeschrigt, sodafi dieses nur 75 cm hoch ist. Das Gertist des 
Kastens, in dessen Vorder- und Seitenwinde sowie Decke grobe 
Fensterscheiben aus dickem Glase luftdicht eingesetzt sind, be- 
steht aus dicken, festaneinandergefiigten Holzplanken, die be- 
sonders an den Kanten und Fenstern durch starke Quer- und 
Liingsbalken eine feste Stiitze erhalten. 

Innen ist der Kasten ebenso wie seine Bodenfliche mit 
Blech vollkommen dicht ausgeschlagen. Der Olfarbanstrich 
ist auBen hellgraugriin, innen weifB. Der sehr massivgebaute 
Boden des Kastens ruht auf kurzen Rollen und trigt eine 
Schiene, auf die iiber eine kurze abnehmbare Schienenanfahrt 
das Untersuchungsbett in den Kasten eingefahren wird. Dieses 
besteht aus einer 175 cm langen und 70 cm hohen und 72 cm 
breiten, graugestrichenen, eisernen Bettstelle. In Riicksicht auf 
eventuellnétige Desinfektionund W asserdampfbestimmung wurde 
1* 
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nicht eine mit Tuch tiberspannte Sprungfedermatratze, welche 
schwer genau zu wiegen ist, genommen, sondern eine der sehr 
hequemen und gut zu reinigenden Matratzen, wie sie kiirzlich von 
Dr. Lambotte-Briissel in den Handel gebracht worden sind. Die 
ganze Matratze besteht aus einer groben Zahl quer verlaufender 
parallel nebeneinander geschalteter diinner Bander von Eisen- 
blech, die nur an den Lingsseiten der Bettstatt befestigt sind und 
an einzelnen Stellen mit den Nachbargliedern Verbindung haben. 
Durch die weitgehende Beweglichkeit des einzelnen Bandes 
wird so eine grove Elastizitiéit und Anschmiegungsfihigkeit er- 
moglicht. 

Da der Kasten nicht nur fiir Versuche in Ruhelage ver- 
wandt werden soll, sondern auch fiir stehende und sitzende, 
eventuell am Bremsergometer arbeitende Versuchspersonen be- 
rechnet ist, wurde vorne am Kopfteil ein Klapptisch angebracht, 
ein ebensolcher an der Seite zum Essen. An dieser Liings- 
wand ist vollkommen luftdicht verbunden in ahnlicher Weise 
wie an dem Baseler Apparate ein Kasten von 40 cm Hohe, 
‘09cm Breite und 40 em Liinge angebracht. 

Der Kasten, der der Passage der Nahrungsstoffe und der 
Kkxkremente dient, wird mit einem Deckel, dessen Réinder 
umgebogen sind und in einer mit Wasser oder Paraffinol zu 
fiillenden Rinne liegen, luftdicht abgeschlossen. Zwischen dem 
kleinen Kasten und der grofen Kammer befindet sich eine mit 
Gummi tiberzogene, kleine Schiebetiir, die durch eine Hebelvor- 
richtung, die Gummi an Gummi prefit, einen luftdichten Abschlu 
der beiden Riume gegeneinander gestattet. 

Zur Verstiindigung mit der Aufenwelt dient ein Telephon 
mit Klingelanlage. AuBerdem besitzt der Kasten einen Decken- 
ventilator, der zur Erzielung einer gleichmiifigen Mischung der 
Kammerluft zu Ende der Versuche mir unerliflich scheint. Aus 
einer an einer der beiden Liingswiande angebrachten luftdicht 
verschlieBbaren Offnung kann jederzeit eine Probe der Kammer- 
luft entnommen werden. 

Zur Ventilation des Kastens benutzte ich in gleicher Weise 
wie bei dem Kopfrespirationsapparat die Luft des gut venti- 
lierten Zimmers. Sie wird sehr nahe dem Fenster durch ein 
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ca. 43cm langes und 2!'2 cm weites Rohrstiick angesogen. 
Durch eine Hebelvorrichtung kann das Rohr vom Kasten ab- 
gesperrt werden. Um bei Versuchen im heifen Sommer eine 
Siittigung der Kastenluft mit Wasserdampf zu _ verhindern, 
empfiehlt es sich, vor das Zustromrohr noch ein U-férmig ge- 
bogenes Glasrohr vorzuschalten, das mit groben, mit CO, ge- 
siittigten Chlorcalciumstiicken locker gefiillt wird. Statt des 
Chlorealciums kann man auch konzentrierte Schwefelsiure 
nehmen, die das Rohr natiirlich nur soweit anfiillen darf, dal 
zum Hindurchstreichen der Luft noch eine schmale Passage 
bleibt. Auf beide Arten gelingt es bei langsamer Ventilation 
(ca. 20—-25 1 pro 1 Minute) meist, die relative Feuchtigkeit 
um 10—20°/o herabzudriicken. 

Die Offnung fiir den Einstrom befindet sich kurz unter 
der Decke an der Vorderwand des Kopfteils des Kastens, fiir 
den Ausstrom seitlich am Boden des Fufendes. Die Ventilation 
geschieht in genau der gleichen Weise wie bei dem Kopf- 
respirationsapparat, der ja nach Bedarf auch an die Gasuhr 
angeschlossen werden kann, durch eine mittelgrofie Elstersche 
Gasuhr, die durch einen kleinen Elektromotor') getrieben wird. 
Als Ventilationsgrofe wahlte ich gewohnlich ca. 25 | pro Minute. 
Durch Ein- oder Ausschaltung von Widersténden liift sich der 
Gang der Gasuhr innerhalb sehr weiter Grenzen regulieren. 

Die Teilstromabsaugung ist die gleiche wie bei dem Kopf- 
respirationsapparat und stellt nur eine unwesentliche Modifikation 
des Jaquetschen Originals dar. Durch Aufsetzen verschieden 
groher Spulen und Anbringung von Rollen nach Art eines 
Flaschenzuges ist die Schnelligkeit des Absaugens in jeder nur 
wunschenswerten Art abstufbar. Beziiglich der Methodik der 
Giasanalyse verweise ich auf die Arbeit von Jaquet(*) und 
meine Beschreibung des kopfrespirationsapparates. (*) 

Die Luftdichtigkeit des Kastens wurde auf den Lanzschen 
Werken gepriift und ist eine ausgezeichnete. Der Kasten ver- 
mag einen positiven und negativen Druck von 60mm _ H,O 
mehrere Stunden zu _ halten. 

‘) Am meisten empfiehlt sich wegen des gleichmifhigen Ganges ein 
Nebenschlufimotor. 
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Die Luftdichtigkeit des ganzen Apparates nebst Zuleitungs- 
rohren laft sich jeder Zeit in sehr einfacher und rascher Weise 
dadurch prifen, dafi wiahrend langsamer Ventilation durch die 
Gasuhr der Zustrom zum Kasten gesperrt wird. Zeigt dann 
sofort das an der Gasuhr angebrachte Wassermanometer einen 
negativen Druck an, der bei offenem Rohre nie zustande kommt 
und der nach Anhalten der Gasuhr sich nicht gleich wieder 
ausgleicht, so ist der Apparat geniigend luftdicht. 

Gleichzeitig hért man in der Gasuhr, die beginnt, etwas 
langsamer zu gehen, gurgelnde Gerausche. Da durch den Ein- 
strom keine Luft in die Gasuhr eintritt, sucht diese durch den 
Ausstrom Luft anzusaugen, was jedoch nur durch Beiseite- 
driingen gréfberer Wassermassen moglich ist. Es ist jedoch 
nicht empfehlenswert, bei der Priifung auf Luftdichtigkeit den 
Moment des Durchschlagens von Luft in die Gasuhr von aufen 
abzuwarten, da auf diese Weise leicht eine Beschadigung der 
Gasuhr eintreten kann. Auferdem muf dann die Gasuhr wieder 
vollkommen entleert und neu gefiillt werden. 

Wir fiillen die Gasuhr mit Wasser, da uns von technischer 
Seite erhebliche Bedenken gegen die Fiillung mit Paraffinol, 
wie sie Stihelin(’) seiner Zeit empfahl, geéufert wurden. 
(;anz abgesehen von dem hohen Preis von mehr als hundert 
Litern reinen Paraffindls la$t sich auf die Dauer eine Ent- 
stehung von Fettséuren nicht mit Sicherheit verhindern. Diese 
greifen schlieBlich das verzinnte Kupferblech der Meftrommel 
leicht an. 

Das Hauptbedenken besteht aber in der Gefahr, dai im 
Laufe der Zeit durch Eindickung des Paraffins leicht unlieb- 
same Mebfehler entstehen kénnen, indem die Kammerwiinde 
der Mebtrommel Paraffindl bei der Umdrehung mitnehmen, 
welches, wenn es dickfliissig ist, wahrend des Drehens nur lang- 
sam von der Wand der Mefikammern herabfliefSt. Hierdurch 
entsteht dann eine Verkleinerung des MeBraums und eine Un- 
genauigkeit der Ziahlangaben. Von Stahelin wurde gegen 
die Verwendung von Wasser geltend gemacht, dafi bei der 
Reduktion des abgelesenen Gasvolumens auf die Normalver- 
hiiltnisse von 0°, 760 mm Hg und Trockenheit stets die Luft 
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in den MeBtrommeln als mit Wasserdampf gesiittigt ange- 
nommen wird, ohne dafi diese Annahme in allen Fallen zu 
Recht bestinde. Fiir kleine Gasuhren und sehr rasche Um- 
drehungszahl der Trommel, Verhaltnisse, wie sie tatsichlich 
bei der von Stiihelin in Basel damals gebrauchten Gasuhr 
vorlagen, ist dieser Einwand sicher berechtigt. Fiir grofe Gas- 
uhren mit sehr geringer Ventilation gilt dieser Kinwurf jedoch 
nicht. Fiir die vollstiindige Sattigung der Luft mit Wasser- 
dampf in den Meftrommeln der Gasuhr liegen die Verhiiltnisse 
bei unserem Apparate noch dadurch giinstig, dafi die aus dem 
Respirationskasten kommende Luft im allgemeinen 2—3° warmer 
ist wie das Wasser der Gasuhr und daf ferner die Heidelberger 
Luft fast immer einen auferordentlich hohen Gehalt an rela- 
tiver Feuchtigkeit hat. 

AuSer der Bestimmung von Kohlensaure und Sauerstoff 
gestattet der Apparat noch die Untersuchung der Wasser- 
dampfabgabe. 

Hierbei wurde das nur wenig modifizierte Prinzip der 
Bestimmung von Pettenkofer zugrunde gelegt. 

Durch vier kleine, nur ca. 81 fassende Gasuhren, die 
durch Zahnrader untereinander und mit der Achse der grofen 
Gasuhr verbunden sind, werden von dem Einstrom und dem 
Ausstrom kurz vor und kurz hinter dem Kasten je 2 Teilstrome 
abgesaugt. Die Ventilation ist sehr langsam und verhiilt sich 
zu der der grofien Gasuhr etwa wie 1: 188. Kurz hinter die Ab- 
zweigung der TeilstrOme ist jedesmal ein Paar kleine Glas- 
kOlbchen, die gut ausgegliihte, und mit konzentrierer Schwefel- 
sdure getriinkte und benetzte Bimssteinstiicke enthalten, in den 
Gang des Luftstroms eingeschaltet in analoger Weise wie bei dem 
Voit-Pettenkoferschen Apparate.(*) Damit die Absorption 
von Wasserdampf eine mdglichst vollstiindige ist, darf die Luft 
nur sehr langsam hindurchstreichen. Durch Blechrohrleitungen 
ist die Verbindung mit den Gasuhren hergestellt. Nur bei den 
Teilstr6men, die eine Luftprobe vor dem Eintritt in den Kasten 
entnehemen, mufte, um das Offnen und SchlieBSen der Kammer 
nicht zu behindern, an einer Stelle ein Stiick dicken Gummi- 
schlauchs eingeschaltet werden. Bei der grofien Wandstirke 
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sind Fehlerquellen durch Anwendung des Gummis wohl aus- 
geschlossen. Die Berechnung der Wasserdampfentwicklung ist 
sehr einfach und genau die gleiche wie bei dem Apparate von 
Voit und Pettenkofer. 

Durch Wagen der Glaskélbchen zu Anfang und zu Ende 
des Versuchs wird die Wassermenge, die das durch die kleinen 
Gasuhren hindurchgegangene und dort ablesbare Luftvolumen 
enthalt, bestimmt. 

Die Differenz der Gewichtszunahme der Kolbchen vor 
und hinter dem Kasten ergibt dann nach Umrechnung auf die 
Gesamtluftmenge, welche die Gasuhren passiert haben, die 
Wasserdampfproduktion wihrend des Versuchs. 


Prifung der Leistungsfaihigkeit des Apparates. 


Der theoretische Einwand, der gegen alle Methoden, die 
mit kleinen TeilstrOmen arbeiten, erhoben werden kann, ist 
hauptsiichlich der, daf die Mischung der Luft an der Stelle. 
wo der Teilstrom abgesogen wird, nicht eine vollig gleichmiabige 
ist. Die praktische Giiltigkeit kann nur dureh Verbrennung 
bekannter Substanzen und Vergleich der berechneten und ge- 
fundenen Werte festgestellt werden. Um den mittleren Fehler 
des Apparates zu bestimmen, verbrannte ich genau bekannte 
Mengen absoluten Alkohols. Ich verfuhr dabei in dhnlicher 
Weise wie Atwater und Benedict [(!) 5. 96] bei ihrem 
Respirationskalorimeter in Middletown, nur benutzte ich nicht 
einen Argandbrenner, sondern nahm eine Spiritusgliihlichtlampe, 
bei der wohl die Garantie, dafi der Alkohol wirklich restlos 
zu Wasser und Kohlensiiure verbrennt, die gréfte ist. 

Da die Alkoholverbrennungsversuche tiber viele Stunden 
ausgedehnt werden muften, und das Arbeiten mit sehr groben 
Lampen viele Nachteile hat, wurde die kleine Lampe von auben 
durch eine Gummischlauchleitung aus einem Reservoir mit Al- 
kohol, der dureh Chlorealcium gegen die Aufenwelt abge- 
schlossen wurde, gespeist. Am Anfangsteil dieser Schlauch- 
leitung befand sich eine Biirette, an der der Stand des Alkohol- 
niveaus zu Ende und zu Anfang des Versuchs genau abzu- 


lesen war. 
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Da die Verwendung von absolutem Alkohol wegen der 
srofen Aviditiit zum Wasserdampf nicht ratsam war, ver- 
diinnte ich mir von Merck bezogenen, garantiert reinen und 
wasserfreien Alkohol mit Wasser, das bis auf 0,1 mg genau ab- 
gewogen wurde, so weit, daB er 92°/cig war. Verbrennt man 
davon pro Stunde ca. 10—15 g, so bekommt man_ ungefiihr 
die Zusammensetzung der Kammerluft wie bei einem Versuch 
am Menschen. 

Im einzelnen gestaltet sich ein solcher Alkoholverbren- 
nungsversuch folgendermafen: 

Nach Abklemmen der Schlauchzuleitung wird die Lampe 
mit 92°/oigem Alkohol, der durch Zusatz einer minimalen Spur 
Methylenblau gefarbt ist, gefiillt, sodafi der Alkohol oberhalb 
einer Marke steht, die an einem feinen, mit dem Boden der 
Lampe kommunizierend verbundenen Steigrohr angebracht ist. 
In dem vorher 1 Stunde gut ventilierten Kasten wird dann bei 
zuniichst weit gedffneter Kammer der Alkohol in der bei Spiri- 
tusgliihlichtlampen itiblichen Weise entziindet. In den ersten 
Minuten ist oft die Verbrennung des Alkohols keine voll- 
kommene, was sich in dem Entstehen brenzlig riechender, 
gasformiger Produkte zu erkennen gibt. Da der Kasten, dessen 
Deckenventilator dauernd in Tatigkeit ist, weit offen steht und 
der eigentliche Versuch friihestens eine Stunde spiiter beginnt, 
entsteht durch diese geringe Menge nicht vollkommen oxydierter 
Stoffe keinerlei Fehlerquelle. 

Nachdem der Giliihstrumpf vollkommen weifgliihend ge- 
worden ist, wird durch Beschrinkung der Alkoholzufuhr aus 
dem Glasbassin der Lampe die Verbrennung der Lampe so regu- 
liert, daB pro Stunde etwa 10—15g Alkohol oxydiert werden. 

Dann wird der Kasten geschlossen und durch die grobe 
Gasuhr ventiliert, saimtliche Teilstromleitungen sind natiirlich 
dabei gesperrt. Der Deckenventilator bleibt zur Mischung der 
Luft wiihrend des ganzen Versuchs in Gang. 

Nach 1—1!.2 Stunden beginnt dann der eigentliche Ver- 
such, indem durch Offnung des Alkoholzuleitungsschlauchs die 
Lampe genau bis zur Marke mit Alkohol gefiillt wird. Der 
Punkt laBt sich, da der Alkohol etwas gefiirbt ist und das Steig- 
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rohr durch einen Spiegel deutlich sichtbar gemacht werden 
kann, sehr scharf bestimmen. Sofort wird eine Probe der 
Kammerluft entnommen und das Absaugen eines Teilstroms 
an der Gasuhr beginnt. Der Stand der Gasuhr, Temperaturen von 
Kin- und Ausstrom, Barometerstand und Zeit werden genau notiert. 
Wenn wahrend der einzelnen Perioden des Versuchs Schwan- 
kungen der Temperatur oder des Barometers in irgend wie 
nennenswertem Grade stattfinden, mui natiirlich haufiger abge- 
lesen werden. Die Temperaturen an der Gasuhr innerhalb eines 
halben Grades konstant zu halten, gelingt fast immer durch Regu- 
lierung des grofen Zimmerventilators, der Heizung und Offnen 
oder Schlieben des Fensters ohne jede Miihe, oft betragen die 
Schwankungen wahrend eines ganzen Versuchs nur 0,1”. 

Ist das Quecksilber aus dem groben Teilstromgefaf aus- 
gelaufen, so ist die erste Periode des Versuchs zu Ende. Durch 
Modifizierung der Starke des Teilstroms l&éBt sich die Periode 
in beliebiger Zeit ausdehnen zwischen 1 und 8 Stunden. Fiir 
gewoOhnlich dauerte sie 3—) Stunden. 

Am Ende wird die Gasuhr abgestellt und das Zuleitungs- 
rohr der Luft zum Kasten gesperrt. 

Nachdem die Luft aus dem grofen Teilstromgefi{ in 
kleinere Glasrohre zur Analyse iibergefitihrt und der Teilstrom- 
apparat wieder mit Quecksilber gefiillt ist, beginnt nach Vor- 
nahme der notigen Ablesungen die 2. Periode des Versuchs, 
indem die Zufuhr zum Kasten wieder geOdffnet und die Gasuhr 
in Gang gebracht wird. 

In genau derselben Weise verliuft und endigt die 2. Periode, 
an die sich je nach Belieben noch weitere anschliefen kénnen. 
Am Schlusse des ganzen Versuchs wird dann noch einmal eine 
Probe der Kammerluft entnommen, und durch ZufluB von auben 
der Alkohol in der Lampe wieder genau auf die Marke wie 
zu Beginn des eigentlichen Versuchs eingestellt. Im Verlaufe 
des Versuchs selbst mufs man ab und zu etwas Alkohol in 
die Lampe nachfliefen lassen, damit sie nicht ausgeht. 

Die wiahrend der Versuchsdauer verbrannte Alkoholmenge 
ist sehr einfach zu bestimmen. Man braucht nur das kleine 
mit Alkohol gefiillte Kélbchen auSerhalb des Apparats zweimal 
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zu wiegen, jedesmal nach der Einstellung des Alkohols in der 
Lampe zu Beginn des Versuchs und dann am Ende. Die Ge- 
wichtsdifferenz ergibt die Menge verbrannten Alkohols, jedoch 
noch nicht genau, denn der Stand der Biirette muf mit in 
Rechnung gezogen werden. Steht der Alkohol bei der 2. Ab- 
lesung tiefer, so mufi die Differenz gegeniiber der 1. Ablesung 
umgerechnet in Gramm Alkohol zu der Gewichtsdifferenz der 
Kélbchen addiert, im entgegengesetzten Falle davon sub- 
trahiert werden. 

Die Zahl der Versuche, in denen auch der Wasserdampf 
bestimmt wurde, ist noch zu gering, um ein abschliefendes 
Urteil zu gestatten. Als Beispiel sei im Anhang ein Versuch 
mitgeteilt, der einen Fehler von -- 3,76°/o ergab. 

Die Resultate der Alkoholverbrennungsversuche sind in 
Tabelle I zusammengestellt. Die Berechnungsart sowie die 
Versuchsprotokolle sind im Anhang mitgeteilt. 

Ein Teil der Verbrennungsversuche multe verworfen 
werden, da ein Defekt der Gasuhr eintrat, die dann neu um- 
gearbeitet wurde. Diese Versuche habe ich in der Tabelle 
fortgelassen. 

Wie aus der Zusammenstellung und der Berechnung des 
prozentualen Fehlers hervorgeht, ist dieser fiir CO, und O, 
der gleiche, 0,93°/o; jedoch ist er bei der Kohlensiure negativ, 
beim Sauerstoff positiv. Wiéiihrend der Fehler der absoluten 
Zahlen sehr gering ist, kommt das entgegengesetzte Vorzeichen 
im respiratorischen Quotienten stirker zum Ausdruck, er liegt 
etwa 0,012 niedriger, wie der Berechnung entspricht. Sind die 
absoluten Fehler an sich schon gering, so fillt als giinstiges 
Moment auf, dai die groften Differenzen der Versuche auber- 
ordentlich gering sind, die Zahlen fiir die Kohlensiiure schwanken 
nur in der Breite von 0,88°/o, die fiir den Sauerstoff innerhalb 
0,64°/o, sodafh in den Fallen, in denen es auf besondere Ge- 
nauigkeit der Werte ankommt — im allgemeinen sind Schwan- 
kungen von 1°/o bei Stoffwechselversuchen bedeutungslos — 
die mittlere Korrektur von + 0,93°/o angebracht werden kann. 

Woher es kommt, daf die Fehler sich im entgegengesetzten 
Sinne bewegen, ist schwer zu sagen, am ehesten kinnte man 
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noch unvollkommene Absorption in Kalilauge und Pyrogallol 
als Erklarung annehmen, dagegen sprechen aber die guten 
Ubereinstimmungen der Analysen atmosphiirischer Luft (vgl. 3, 
S. 535), die ich stets erhalte. 


Versuche am Menschen. 


Bei diesen Versuchen wurde in prinzipiell der gleichen 
\Veise beztiglich der Ventilation und Teilstromabsaugung ver- 
fahren wie bei den Alkoholverbrennungen. 

Der Kasten wurde erst offen, dann geschlossen 1—2 Stunden 
vor Beginn des Versuchs durch die beiden Ventilatoren des 
Zimmers und des Kastens, sowie die auf raschen Gang gestellte 
Gasuhr stark ventiliert. Durch Entnahme von Stichproben tber- 
zeugte ich mich in einzelnen Fiillen, daf} dann tatsachlich die 
Kastenluft dieselbe Zusammensetzung hatte wie die atmo- 
spharische Luft. 

Der Kranke wird wihrenddessen auf das oben beschriebene 
Versuchsbett gelegt, auf dem er erst !/s—!/2 Stunde vor Beginn 
des Versuchs ruhig liegt. Bei Niichternversuchen sah ich darauf, 
dah die Versuchspersonen mindestens 12—14 Stunden vorher 
die letzte eiweiBarme, meist aus Brei bestehende Mahlzeit ein- 
vsenommen hatten; in einzelnen Fillen wurde 1—1!'! 2 Stunde 
vor dem Versuch eine Tasse diinnen, schwarzen Kaffees (ohne 
Zucker und Milch) gegeben. Bei Versuchen nach Nahrungs- 
aufnahme fand diese auf dem Versuchsbette statt. 

Der eigentliche Versuch beginnt, wenn nach Abstellung 
der Gasuhr und Offnen des Kastens das Bett mit dem Patienten 
liber die Schienenanfahrt in den Kasten hereingeschoben und 
dieser gleich wieder geschlossen wird. 

Der Einwand, dai in den paar Sekunden, wihrend der 
Kasten teilweise offenstent, die Zusammensetzung der Kammer- 
‘uft eine merkenswerte Anderung erfihrt, ist unberechtigt, da 
einmal in so kurzer Zeit ein Gasaustausch, der auch nur irgend 
wie in Betracht kiime, nicht stattfindet, und weil zweitens infolge 
der starken Ventilation des ganzen Zimmers die Luft um den 
Kasten herum keine auferhalb der Fehlergrenzen fallende 











14 E. Grafe, 


Verschiedenheit der Zusammensetzung von atmosphirischer Luft 
besitzt; Voraussetzung ist nattirlich, daf nicht Menschen sich 
lingere Zeit vorher im Zimmer aufgehalten haben. 

Da selbst bei sehr geringer Ventilation durch die Gasuhr 
der Kohlensiuregehalt der Kammer nur langsam ansteigt, habe 
ich in manchen Fillen die Versuchsperson im luftdicht abge- 
schlossenen Kasten einige Zeit liegen lassen, die Mischung der 
Kastenluft durch den Deckenventilator besorgt und dann am 
Schluf{ eine Luftprobe aus dem Kasten entnommen. Fiir die 
Bestimmung des respiratorischen Quotienten ist das Verfahren 
auch fiir kurze Versuchsdauer durchaus zweckmiibig, fiir die 
absoluten Zahlen bekommt man nach meinen Erfahrungen jedoch 
leicht zu hohe Werte, da die Luft unter dem Bette am Boden 
des Kastens trotz des Deckenventilators etwas stagniert und nicht 
vollkommen mit der tibrigen Luft des Kastens gemischt wird. 
Da bei Feststellung der absoluten Zahlen fiir CO,- und O.,- 
Defizit der Gesamtinhalt des Kastens in Rechnung gestelll 
wird, kénnen die Werte dann nicht immer ganz richtig ausfallen. 

Sehr bald habe ich dann bei Versuchen nach Nahrungs- 
aufnahme das Verfahren aufgegeben und habe, um die Oxy- 
dationen wiihrend der ersten 2 Stunden nach der Mahlzeit 
kennen zu lernen, den Kasten ca. 1 Stunde geschlossen gelassen 
und dann eine Stunde mit der Gasuhr ventiliert und einen 
Teilstrom wie gewohnlich abgesaugt. Auf diese Weise erhiilt 
man dann unter Umgehung der vorigen Fehlerquelle einen 
Kohlensiiuregehalt von tiber 0,5°/o, was zur Herabsetzung der 
unvermeidlichen Fehler der Gasanalyse, die umgekehrt pro- 
portional dem Gehalt an Kohlensiure kleiner werden, dringend 
wiinschenswert ist. 

Wenn es galt, den Niichternumsatz der Versuchspersonen 
kennen zu lernen, wechselte ich die Gefiibe alle 5 Stunden 
und bestimmte nur einmal am Sehlusse des ganzen Versuchs 
die Zusammensetzung der Kammerluft. 

In Versuchen nach Nahrungsaufnahme wurde der Teil- 
strom kleiner genommen, sodaf nach 2—3 Stunden ein Ab- 
schnitt gemacht wurde. 

In solchen Fiillen mu8 natiirlich am Ende jeder Einzel- 
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periode eine Luftprobe aus der vorher mindestens * 4 Stunde 
gut ventilierten Kammer genommen werden. 

Bei der Berechnung ist ein gewisser Fehler unvermeidlich. 
Wiihrend das Volumen der Kammer genau bekannt ist, wechselt 
das Volumen der Versuchsperson sowie der toten Riiume, die 
sich zwischen KOrper und Hemd der Versuchsperson, sowie 
zwischen Hemd und Decken befindet. Um fiir diese Grében 
eine ungefahre Korrektur anzubringen, stelle ich das Volumen 
der Versuchsperson in der Weise in Rechnung, dafi ich den 
erOhten Kérperumfang (Brust, Bauch oder Hiiften) bestimme, 
unter der Annahme, dai er kreisfOrmig ist, den Radius be- 
rechne und die so gefundene Zahl quadriere und mit 7 X Liinge 
der Versuchsperson multipliziere (nach der Inhaltsformel ftir 
den Zylinder J = r?th). 

Natiirlich ist diese Korrektur nicht genau. 

Je gréBer aber das Luftvolumen ist, das in der Versuchs- 
periode die Gasuhr passiert hat, desto kleiner wird fiir das 
Gesamtresultat der Fehler. 

Nahezu ganz eliminieren kann man ihn dadurch, dafi man 
den Versuch erst beginnt, nachdem bei gleichbleibender Venti- 
lation Kohlensiitureproduktion und Sauerstoffverbrauch im Kasten 
ungefiihr konstant geblieben sind (meist nach 2—3 Stunden), 
dann kommen fiir die Berechnung nur die geringen Differenzen 
zwischen Zusammensetzung der Kastenluft zu Anfang und der- 
jenigen zu Ende des Versuchsabschnittes in Betracht. Auf 2—3 | 
kommt ein Fehler von 0,5°/o dann nicht in Betracht. 

Beziiglich der praktischen Anwendung der Methode ver- 
weise ich auf die Arbeit tiber den Hungerstoffwechsel. 

Hervorgehoben sei nur noch, daf selbst ganz Schwer- 
kranke oder sehr empfindliche Versuchspersonen niemals eine 
unangenehme Beeinflussung des Befindens durch langen Aufent- 
halt im Apparat angegeben haben; nur tiber Langeweile wurde 
ab und zu geklagt, diesem Ubelstande kann jedoch bei sehr 
langen Versuchen durch die Erlaubnis zu lesen abgeholfen 
werden. Daf geistige Arbeit keinen mefbaren Einflu$B auf den 
Stoffwechsel ausiibt, ist durch alte und neue Versuche sicher- 


gestellt. 
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Anhang: 


Die bei Oxydation von absolutem Alkohol entstehende Menge 
Kohlensiure und die zur Verbrennung nétige Menge Sauerstoff lassen 
sich in einfacher Weise aus folgender Formel berechnen: 

C,H,O -+- 30, = 2CO, + 3H,0. 
Da ber der Oxydation von Alkohol 2 Molekiile CO, entstehen und 


das Molekulargewicht von C,H,O = 46,05, das von CO, = 44 ist, ergibt sich 
46,05 I 
88,00 x 


d. h. £ g Alkohol ergibt bei der Oxydation 1,911 g CO, = 0,972 1 CO,,. 
Die analoge Rechnung, fiir den Sauerstoffverbrauch angestelll, fiihrt zu 
der Gleichung 
46.08 l 
6x16 °° x 
d. h. | g Alkohol absolut. hat zur vollkommenen Oxydation 2,085 g O, 
1.458 | O, nétig. Simtliche in der Gasuhr gemessenen Luftvolumina 
wurden nach der bekannten Gasformel: 
B — tv 
760 (1 + a@ t) 
reduziert auf 760 mm Hg, 0” und absolute Trockenheit. Wie schon oben 
erwalint, konnte die Luft in der Gasuhr als mit Wasserdampf gesittig! 
angesehen werden, so daf von dem Barometerstand nur der Sattigungs- 
druck des Wassers bei der betreffenden Temperatur abgezogen zu werden 
brauchte. Der Feuchtigkeitsgehalt der Kammer wurde mit dem Psychro- 
meter von August bestimmt. Die Luft ergab sich in allen Fallen als 


Vo — 


nahezu mit Wasserdampf gesittigt. 
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Aufer der Dampftension muf bei der Korrektur des abgelesenen 
Barometerstandes auch die Erwirmung des Quecksilbers, sowie die Kor- 
rektur fiir den Breitegrad (fiir Heidelberg -+- 0,38) in Anrechnung ge- 
bracht werden. 

Bei dem gleichmiafigen, langsamen Gang der Gasuhr finden, wie 
die Menisken des an ihr angebrachten kleinen Wassermanometers zeigen, 
keine Veraénderungen des Druckes statt, nur ein leichtes Zittern der 
Wasserspiegel ist zu sehen. 

Zu dem an der Gasuhr abgelesenen Luftvolumen ist das Volumen 
des fiir die Entnahme des Teilstroms verwandten Glasgefiifes mit 1,2 | 
hinzuzuzihlen. . 

Fiir die Berechnung des CO,- und O,-Gehaltes der Kammer zu 
Anfang und zu Ende jedes Versuches wurde das Volumen der Kammer 
~- dem Inhalt des Verbindungsrohres zur Mefitromme! der Gasuhr zu- 
crunde gelegt. 

Die Kammer war nach genau angegebenen Mafen konstruiert und 
genaue Messungen ergaben, dafi der Inhalt tatsichlich die berechnete 
(iréfe von 2634,8 1 hatte. Bei dieser Zahl ist der minimale Raum, den 
dev Ventilatorfliigel aus Blech, sowie Telephon und Klingelknopf hatte, 
nicht mit eingerechnet. Der Inhalt der Blechrohrleitung zur Gasuhr 
betragt 8,47 1. Diese Zahl muf fiir Reduktionen zu 2634,8, dem Inhalt 
der Kammer, hinzuaddiert werden. 

Beziiglich der Methode der Gasanalyse verweise ich auf Jaquets 
Angaben, sowie das bekannte Hempelsche Buch (°). 

Es wurden stets Doppelanalysen gemacht und, wenn die Differenz 
erifer wie 0,01°/o war, noch eine oder zwei weitere. 

Beziiglich der Berechnung des Sauerstoffdefizits, das nicht wie 
die CO, direkt aus dem Prozentgehalt der Luft sich ableiten laft, sondern 
indirekt iiber den Stickstoff, verweise ich auf das Jaquetsche Bei- 
spiel [(5), S. 271]. 

Die Tabellen II und III enthalten die ausfithrlichen Protokolle der 
vier Alkoholverbrennungsversuche. 

Da aus dem Gesagten wohl deutlich Art und Gang der Berechnung 
hervorgeht, glaube ich auf Mitteilung eines ganz ausfiihrlichen, hier 
durchzurechnenden Beispiels verzichten zu kénnen. 

Beispiel einer Wasserdampfbestimmung. 
Versuch vom 12. 6. 09, 

In der Kammer wurde in der oben geschilderten Weise 58,1918 g 
42°/oigen Alkohols verbrannt. Das entspricht einer Menge von 53,55 ¢ 
absoluten Alkohols. 

Nach der oben angegebenen Formel (S. 16) kommen auf 1 Molekil 
absoiuten Alkohols 3 Molekiile H,O: 

Se as 7 a Sg BO 
54,045 X . 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 





Tabelle If (Anhang). 




















| | |Tem-|Baro-| aur oo. | | oe | io toe O,- | | 
1 | | (1( ), CO, O, D - D . 2 | 
| | Ver- | Pera- meter, 760 mm Hg A. | | “Ge | Bee ee | 
| Menge | | tur | un- | und | Jind | inl | “Ver | MOM) cit | zit a | 
| | r a eee < ~ l¢ +O) =| | 7, i ia | 4 4 . 
Datum suchs-| der |redu-|Tfockenheit} CQ, | abso-| ge- | be- | At) ind) ind | “U2 | Bemerkungen 
Alk } ] | oa 7 | reduziertes | Defizit abso- } 5 | O, 
oho Gas- | ziert | lut | fyn- | rech- | Be- | De- | 
zeiten, F | | | | | lut | pon. lrech-| 
| | uhr imimm — volumen | | den | nel | fun- rec 
in g | °C. | Hg in | in /o| inl | in %o | inl | den net | 
— | | | | 8°° Vorversuch 
0. 5. 09) 110,827 ¢| 1044 | 4-1 apa = ro ew | as .| | 
10. 5. ( | ard of 8 | : ii 15,0 749,5. 2418,0 | 0,4125 11,52 | 20,255 | 18,6 | begonnen. 
| 92°%oiger | 4. mM. | , eke 
oe. | 10 4 ae : | 104° Beginn des 
| Alkohol | am, | 120) 749.5 2787,6 0,695 | 18,33 20,000 | 29,0 Hauptversuchs, 
2 —=102,01¢ = = | | ——- | | kurz vorher Ent- 
o ‘absolutem on 15,5 750,0 2852.0 | 0,8125 22,18 19,862 | 34,7 | nahme einer Luft- 
S Alkohol —?” — | 98,10. 98.96 ; 150,2 148,600,653, probe aus der 
oxi ‘4 16,0 | 749.5 2675,0 | 0.8775 22,51 19,7175 36,1 | | Kammer. 
p.m. | ie Das gleiche ge- 
* 40 . pases To ¢ 5 . 
“ 16,4) 751,5  2644,0 0,92 23,36 19,69 365 | schah um 9*°, so- 
p.m. fort nach Beendi- 
Q 45 - ; ‘ oa gungdesVersuchs. 
ke 16,5 751,0 2412.0 1,00 | 23,24 19,70 | 32; . 
1.5.09 61.7066 @ 1 15 : _ — oe | In diesem Falle wurde 
21.0. jiare & 20.0 758.0 2845.0 0.475 13.41 20.345 | 18.9 die Lampe auBerhalb 
92%oiger P- mM. des Kastens angeziin- 
. det und eingestellt 
. 7500 in ies _ ’ * ; 
Alkohol | 5 21.5 757.5; 2724.0 0,85 | 22.17) 54.63 55.14 19,785 34,6 83,50 82,77 0,654 Der Versuch begann 
—56,761g P.M. im Augenblicke, wo 
‘ © die Lampe im Kasten 
absolutem) 8° | 4. - | =20 92> - =an | 998 stand. — Sofort nach 
p.m 21.5 758.0) 2371.0 0,84 | 19,05 19.795 | 29.8 Riskilomek den Ser- 
m Alkohol peers suchs wird eine Probe 
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20) E. Grafe, Ein Respirationsapparat. 
sei Verbrennung von 53,55 g absolulen Alkohols entstehen mithin 
62,85 g H,O, dazu kommen 4,642 g H,O, da der Alkohol 92°/oig war, s: 
dal’ im Versuch 67,492 g H,O-Dampf entstanden sind. 

Die Gewichtszunahme der Kélbchen des Einstroms betrug 0,453 | 
im Durchschnitt, die des Ausstroms 0,8277 g, so dafs im Versuch eine Ge- 
wichtszunahme von 0,3747 g eintrat, und zwar nachdem 78,55 1 Lui 
die Kélbchen passiert hatten. 

In derselben Zeit waren 14512,4 1 durch die grofe Gasuhr hin- 
durchgegangen, so dafi wahrend des ganzen Versuchs (14512.4 : 78,55 
< 03747 g) -+- 2  0,3747 g = 70,0294 g Wasser gebildet waren. 

Die Differenz gegeniiber dem berechneten Wert ist 

70,029 
67,492 
4- 2,537 g 
der Fehler betraigt demnach -++- 3,758 °/o. 

Die Beendigung der Alkoholverbrennung wurde in diesem Falle sv 
bewerkstelligt, dafi der Ventilator des Kastens ganz kurze Zeit maxima! 
angedreht wurde. Es verlischt dann binnen wenig Sekunden die nu: 
ganz klein brennende Lampe. Um sémtlichen wihrend des Versuches 
gebildeten Wasserdampf zu erhalten, wurde der Kasten noch 5 Stunden 
mit der Gasuhr ventiliert und dann erst die Kélbchen gewogen. 


Wasserdampf, 





Beitrage zur Kenntnis des Stoffwechsels im protrahierten 
Hungerzustande. 
Von 
Dr. E. Grafe, Assistenten der Klinik. 
(Aus der medizinischen Klinik zu mansion: Direktor: Prof. Dr. Krehl.) 


Der Redaktion zugegangen am 24. Januar 1910. 
oad) 


Die Zahl der Stoffwechseluntersuchungen bei lianger 
dauerndem Hunger, in denen auch der respiratorische Gas- 
wechsel beriicksichtigt wurde, ist sehr beschrankt. 

Respirationsversuche sind von den verschiedensten Autoren 
mit den allerverschiedensten Respirationsapparaten angestellt 
worden, so von Sadovyen(!*) (mit dem Pashutin- Apparat), 
von Lueciani(®), von Zuntz(§) (mit der Zuntz-Geppertschen 
Methode), von Johannson, Landergreen, Sonden und 
Tigerstedt(?°) (mit dem Tigerstedtschen Apparat) und von 
benedict(') (mit dem Atwaterschen Respirationskalorimeter 
in Middletown). 

Unter diesen zahlreichen Versuchen erstrecken sich aber 
nur zwei bis in die 2. Hungerwoche hinein, die Beobachtungen 
von Lueiani an dem Hungerkiinstler Succi und die beriihmte 
Arbeit von Lehmann, Miiller, Munk, Senator und Zuntz 
ber den Hungerer Cetti. 

In diesen beiden Untersuchungen, die Kohlensaéure und 
Sauerstoff umfabten, wurde ein abnorm tiefer respiratorischer 
uotient gefunden, der bei Luciani zwischen dem 12. und 30. 
Hungertage 0,5—O,8, im Mittel 0,685 betrug, bei Cetti schon vom 
‘(. Hungertage an sich’ zwischen 0,65 und 0,68 bewegte. In 
veiden Fallen handelte es sich um ganz kurz dauernde Versuche. 
Auf Grund dieser iibereinstimmenden Befunde ist von Zuntz(*) 
5. 180) die Vermutung ausgesprochen, dai im Hunger die 
Zersetzung von Fett und Eiweif nicht in normaler Weise 
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verliefe, dali «vielmehr ein kohlenstoff- und sauerstoffreicher 
Rest im Korper abgelagert bleibt, oder in den festen Exkre- 
menten entleert wird». Wegen der normalen Beschaffenheit 


des Harns und vor allem des normalen Wertes des Quotienten N 
N 


glaubt er die letztere MOglichkeit ausschlieBen zu kénnen und 
stellt sich vor, «dafi der Sauerstoff, welcher sich in der aus- 
geatmeten Kohlensiure nicht wiederfindet, im Korper des 
Hungerers abgelagert wird». Diese Ablagerung kann natiirlich 
nur eine temporiire sein, da sonst eine wesentliche Anderung 
der Zusammensetzung der Leibessubstanz resultieren miibte 
Wahrend der Muskeltiitigkeit soll dann der sauerstoffreiche 
Korper wieder zu CO, oxydiert werden, da nach Leistung von 
Arbeit der respiratorische Quotient von z. B. 0,66 bis 0,74 
ansteigt. 

Im AnschluB an diese Auffassung eines gegeniiber der 
Norm qualitativ geiinderten Stoffwechsels wird allgemein (vg. 
z. B. v. Noorden(!?) 5. 483) angenommen, daf die von Kiilz (*) 
und spiter vor allen Dingen von Brugsch (**) und Béninger- 
Mohr(?) genauer studierte Ausscheidung der Acetonkorper nicht 
die einzige Stoffwechselanomalie im Hunger darstelle. 

Wahrend wir tiber die quantitativen Anteile von Fett, 
Kiweii und Zucker am Hungerstoffwechsel, sowie itiber die 
Kalorienproduktion und die Zusammensetzung des Hungerharns 
durch zahlreiche iltere und neuere Untersuchungen!) in den 
ersten Hungertagen gut orientiert sind, bediirfen die qualita- 
tiven Stoffwechselanomalien im Hunger noch weiterer Aui- 
kliirung. Uberhaupt fehlen bei langer als 1 Woche dauerndem 
Hungerzustand bisher Respirationsuntersuchungen, die sich uber 
viele Stunden erstrecken, ganz. Je linger aber die Inanition 
dauert, um so charakteristischer treten gerade die Erschei- 
nungen hervor, die durch sie bedingt werden. Darum bieten 
gerade die spiiteren Stadien ein besonderes Interesse. 

Die Frage nach den qualitativen Veranderungen des Stoli- 


') Vgl. vor allem die grofte Monographie von Benedict, in Ge! 
der Hunger in den ersten Tagen voll erschépfend untersucht ist. Be- 
ziiglich der Literatur bis 1907 sei auf diese Arbeit verwiesen. 














i 





Zur Kenntnis des Stoffwechsels im protrahierten Hungerzustande. 23 
wechsels ist insofern noch besonders von Wichtigkeit, als aus 
ihrer Beantwortung sich vielleicht wesentliche Gesichtspunkte 
fiir die Kenntnis der Ursache des niedrigen respiratorischen 
Quotienten ergeben kOnnten, wie er von den verschiedensten 
Autoren, auch von mir selbst, in kurz dauernden Versuchen 
bei Infektionskrankheiten beobachtet worden ist. 

Aus Anlafi von Gaswechseluntersuchungen bei Katato- 
nischen, tiber die an anderer Stelle berichtet werden soll, hatte 
ich dank des auferordentlich liebenswiirdigen Entgegenkommens 
von Herrn Professor Nissl und der freundlichen Miihewaltung 
seines Assistenten, Herrn Dr. Gruhle, Gelegenheit, den Hunger- 
stoffwechsel bei einer abstinenten Patientin in schwerem kata- 
tonischen Stupor zu saintersuchen. Wie aus einer langen Er- 
fahrung der Psychiater hervorgeht, kann man bei sorgsamer 
Kontrolle des Koérpergewichts Katatoniker, die jede Nahrungs- 
autnahme verweigern, im Stupor ohne jeden Schaden langere 
Zeit hungern lassen, und es ist ebenso wie hier in Heidelberg 
an psychiatrischen Kliniken vielfach Sitte, Irre, die sich gegen 
Nahrungsaufnahme striiuben, so lange diese ihnen nicht aufzu- 
zwingen, als die Gewichtsabnahme keine bedrohliche ist. 

Aus der Krankengeschichte der Patientin méchte ich nur 
die notwendigsten Angaben hier anfiihren: 

M. K., 27jiéhrige Lehrerin an einer Industrieschule. Ein Bruder 
leidet an Katatonie, sonst keine Geisteskrankheiten in der Familie. 

Erkrankte im Dezember 1908 plétzlich mit Verworrenheit, Des- 
orientiertheit, motorischer Unruhe und lappischem Benehmen. 

Vom 7. 12. 1908 — 29. 1. 09 in der psychiatrischen Klinik behan- 
delt. Diagnose: Degenerative Psychose(?), wahrscheinlich zu dem Bilde 
der Dementia praecox gehdrend. 

Nach der Entlassung noch immer psychisch krank (Verfolgungs- 
ideen usw.}. Ende September 1909 fiel sie in tiefen, fast ganz reaktions- 
losen Stupor, der wihrend der ganzen Untersuchungsperiode andauerte. 
Zu Hause die letzten Tage Verweigerung der Nahrungsaufnahme, Urin 
war nur durch Katheterisrnus zu erhalten, auf Anrede wurde nicht rea- 
giert, ab und zu leichte Muskelspannungen und Neigung zu Negativismus. 

Die Kranke wurde am 1. Oktober in schwer stupordsem 
Zustande in die psychiatrische Klinik aufgenommen und hatte 
schon zu Hause seit mehreren Tagen keine Nahrung mehr 
bekommen. Der Hungerzustand dauerte bis zum 18. Oktober, 
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sodabh die Patientin im ganzen 20—22 Tage, also ca. 3 Wochen, 
abstinent war. 

Durch ein Mifverstiéndnis des Wartepersonals bekam die 
Kranke am 6. Oktober morgens ein Nahrklysma (mit 2 Ei- 
dottern, 100 g Zucker und 20 g Kochsalz), das jedoch nach 
einigen Stunden durch einen Einlauf angeblich ziemlich voll- 
stiindig wieder herausgespiilt wurde. Wie ein Blick auf die 
Tabelle | zeigt, ist aber offenbar ein Teil des Zuckers doch 
resorbiert worden, denn die Ausscheidung der Acetonkorper ist 
rapide heruntergegangen. Imtibrigen bekam die Patientin wahrend 
der ganzen Versuchszeit tiiglich uur !2—1 1 Kochsalzlosung 
per clysma, von der aber haufig nicht alles behalten wurde. 

Die Untersuchung des Stoffwechsels bezog sich auf Urin 
und Gaswechsel. Da mit den Wassereinliiufen manchmal etwas 
Kot zum Vorschein kam, kleine Mengen Stuhl auch dem Urin 
beigemischt waren oder ins Bett entleert wurden, mufte von 
einer chemischen und kalorischen Untersuchung der Faces ab- 
gesehen werden. Diese Liicke ist darum nicht so empfindlich, 
weil einmal die Menge von Kraft und Stoff, die beim Hunger im 
Stuhlgang zutage gefOrdert wird, im Verhaltnis zum Gesamtumsatz 
nur eine minimale Grofe ausmacht, und weil man sich zweitens 
auf Grund von Rubners Beobachtungen am Hungerkot ein 
geniigend hinreichendes Bild von den in Betracht kommenden 
Verhéltnissen machen kann. Beim Harn wurde Menge, spezi- 
fisches Gewicht, Stickstoff, Aceton und Oxybuttersiure tiglich 
quantitativ bestimmt. Der Harn wurde anfangs durch Kathe- 
terismus gewonnen, spater wurde er spontan von der Patientin 
entleert, oft so unregelmiifbig, dali die Menge auf 24 Stunden 
nur annahernd genau berechnet werden konnte. Betont sei, 
dafi die Patientin niemals Harn ins Bett gehen lief, sodaf in 
der Richtung nie Verluste eingetreten sind. 

In der letzten Hungerwoche wurde tiaglich aufer den ge- 
nannten Kérpern noch Kohlenstoff, Kaloriengehalt und Ammoniak- 
stickstoff im Harne bestimmt. Erwiihnt sei, daf der Urin nie- 
mals Zucker oder Eiweifi enthielt. 

Da dem Urin vom 12.—14. X. 09 Kot beigemischt war, 
und er iiber Nacht in der. psychiatrischen Klinik nicht auf Eis 





Zur Kenntnis des Stoffwechsels im protrahierten Hungerzustande. 


aufgehoben war, habe ich im Hinblick auf die grofe Gefahr 
der Zersetzung der stickstoffhaltigen Substanzen, speziell des 
Harnstoffs durch die Darmbakterien an diesen Tagen von einer 
Ammoniakbestimmung, deren Resultate wohl nicht ganz ein- 
wandfrel gewesen wiren, Abstand genommen. 


Methodik. 


Die spezitischen Gewichte wurden teils durch Wigung, teils areo- 
metrisch bestimmt, der Stickstoff nach Kjeldahl, das Ammoniak durch 
Destillation im Vakuum unter Anwendung von Kalkmilch. Um Zer- 
setzungen zu vermeiden, achtete ich streng darauf, dafs die Temperatur 
38° nicht tiberstieg. Die Nachdestillation ergab nie mehr irgendwie in 
Betracht kKommende Mengen. 

Das Aceton wurde nach Huppert-Messinger, die Oxybutter- 
siure nach Magnus-Levy bestimmt (vgl. 18). 

Betont sei, dafs stets Doppelbestimmungen gemacht wurden, nur 
bei der Oxybuttersiure standen dazu nicht in allen Fiillen geniigende 
Harnmengen zur Verfiigung. 

Die Bestimmung des Kalorien- und Kohlenstoffgehaltes im Harn 
wurden in sehr einfacher Weise miteinander verbunden. Da fiir den 
Hungerurin die von Zuntz ausgearbeitete Methode mit Auftrépfelung 
kleiner Mengen von Urin auf Cellulosebléckchen bei dem hohen kalorischen 
Wert der Cellulose und dem niedrigen Brennwert des Harns zu leicht 
Fehler geben kann, habe ich folgendes Verfahren eingeschlagen und als 
weckmifig gefunden: 

50 ccm schwachsaurer Urin wurden auf dem Wasserbad_ tiber 
niedriger Flamme im Verlaufe von 2—5 Stunden langsam eingedampft, 
iedoch nicht ganz bis zur Trockene, sondern nur bis zur Konsistenz 
cines dickfliissigen Breies. Es mufs dabei genau beobachtet werden, dafs 
keinerlei starke Briiunung oder Schwiirzung eintritt und dafs die Reaktion 
schwach sauer bleibt. 

Der Brei, der der Hauptsache nach aus Salzen besteht, wird dann 
cul durchgemischt und ein Teil (ich nahm meist '/:—'/s) davon in das 
Platinschiilchen der Bombe gebracht. Die Verbrennung war stets eine 
vollstindige, nur in einem Fall. bei einem Urin, in dem der Reichtum an 
salzen gegeniiber dem verbrennbaren Material besonders grofs war, gelang 
mir die volistandige Verbrennung erst, als ich eine kleine Menge Benzoe- 
siure (0,12 g) zusetzte. 

Die Verbrennung wurde in der Berthelot-Mahlerschen Bombe 
yorgenommen. 

Nach der Verbrennung lief\ ich dann durch ganz Jangsames succes- 
ves Gifnen des einen Ventils die Verbrennungsgase durch zwei Kalilauge- 
cefafe. wie sie zur Elementaranalyse beniitzt werden, durchstreichen 
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und driickte dann zum Schluf noch kohlensaurefreie Luft durch die 
Bombe (naheres itiber die Methodik vgl. 4b). 

Die Gewichtsdifferenz ergab dann die Menge CQO,, die bei der 
Verbrennung des Urins entstanden war. 

Durch das Eindampfen des Urins in schwachsaurer Lisung wird 
das Aceton quantitativ ausgetrieben. Deshalb mufs bei der Berechnung 
des Kalorien- wie des Kohlenstoffgehaltes nachtriglich die entsprechende 
Korrektur angebracht werden. 

Die Bestimmung des Gaswechsels geschah in einem grofen Respi- 
rationsapparate von 2634,81 Inhalt, der den ganzen Menschen aufnahm. 
Bei der Konstrukltion des Apparates, dessen genauere Beschreibung in der 
dieser vorhergehenden Arbeit sich findet, wurde das Jaquetsche Prinzip 
des Teilstromabsaugens zugrunde gelegt. 

Um vollkommen lufitdichten Abschlufi zu erhalten, verzichtete ich 
auf die Anbringung einer Tiire und stellte den Kasten mit den Unter- 
rindern in eine mit Paraffinél gefiillte Rinne. Durch Kanten mittels 
eines Gegengewichts wird der Kasten gedffnet. Die Handhabung des 
Apparates ist auf diese Weise auferordentlich leicht, einfach und zuver- 
liissig. Offmen und Schliefen des Kastens ist das Werk einer Sekunde. 
Alkoholverbrennungsversuche ergaben mir fiir die Kohlenséure einen durch- 
schnittlichen Fehler von — 0,9°/o, fiir den Sauerstoff von + 0,9°/0. 

Im ganzen wurden wihrend der Hungerperiode an der 
Patientin & Respirationsversuche gemacht, die 4—20 Stunden 
dauerten, 5 weitere wurden dann in der ersten Zeit der Nah- 
rungsaufnahme vorgenommen. 

Das Ergebnis der Urinuntersuchungen ist zugleich mit den 


Gewichten und den respiratorischen Quotienten in Tabelle | 
eingetragen. 

Vollstiindig in allen Rubriken ist die Tabelle erst in den 
letzten Tagen der Hungerperiode, da, wo sich erwarten liel), 
dali die Veriinderungen des Stoffwechsels infolge des Hungers 
am ausgepriigtesten waren. Wie schon oben (S. 21) betont, 
liegt iiber die erste und den Beginn der zweiten Hungerwoche 
schon ein grofes Untersuchungsmaterial vor, so daB es mir 
iiberfliissig schien, von Anfang an die Untersuchung auf siimt- 
liche in Betracht kommende Stoffe auszudehnen. 

Was zuniichst die Gewichtsverhiiltnisse betrifft, so fiilli 
der auberordentlich geringe Gewichtsverlust auf. Waiahrend der 
beobachteten Hungerperiode von 18 Tagen betrigt der Gewichts- 
verlust nur 5,5 kg. Dabei ist allerdings zu bemerken, dafi die 
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Kranke die ersten Hungertage, in denen das Gewicht meist 
am raschesten fillt, auherhalb der Klinik zubrachte. Sichere 
Gewichtsangaben lieSen sich aus dieser Zeit dabei nicht erhalten. 

Voriibergehend tritt wiahrend der Hungerzeit sogar eine 
Gewichtsvermehrung auf (vom 9.—12. X. um 0,5 kg). 

Kin derartiges Verhalten ist nicht neu und zuerst von 
Tuczek(#!) beschrieben. Die Ursache ist Wasserretention, 
deren Zustandekommen vorliufig noch ungekliirt ist. Von der 
Kinfuhr von 1!/2—2 1 wurde meist ein grofier Teil vom Korper 
zuriickbehalten. 

Dal es sich lediglich um Wasserretention handelt, be- 
weist auch der rapide Gewichtssturz, der etwa eine Woche 
nach Beendigung der Hungerperiode eintrat, als die Patientin 
fast siimtliche Nahrung erbrach und auch keinen Wassereinlauf 
mehr behalten konnte. In der Zeit vom 26. X.—3. XI. 09 sank 
das Gewicht rasch um 5 kg bis auf 45,5 kg, ohne daf eine 
Vermehrung des Stickstoffs im Urin oder sonst eine vermehrte 
EKinschmelzung von Korpergewebe zu finden war. In dieser 
Zeit verlor die Patientin offenbar den gréften Teil des im 
Hungerzustand retinierten Wassers. 

Die quantitativen Verhiiltnisse der Stickstoffausscheidung 
stimmen gut mit den Beobachtungen bei anderen Hungerper- 
sonen tiberein. 

Leider fehlen zum besseren Vergleich in der Literatur 
bisher iihnliche liingere systematische Untersuchungsreihen bei 
Frauen. In letzter Zeit ist durch Brugsch-Hirsch(*>) in einem 
Versuch an der Hungerkiinstlerin Schenck diese Liicke z. T. 
ausgefiillt, meine Zahlen liegen den von ihnen erhaltenen ziem- 
lich nahe. Was die Miinner betrifft, so liegen ja bei Succi 
mehrere bis in die 3.—4. Hungerwoche sich erstreckende Unter- 
suchungen vor. Gegeniiber diesen Zahlen sind die von mir 
gefundenen Werte etwas niedriger, im ganzen um etwa 20°/o. 

Wie es auch sonst im Hungerzustande gefunden wird, 
sinkt die Stickstoffausscheidung mit kleinen Remissionen lang- 
sam ab. 4,53 g pro die ist der niedrigste von mir beobachtete 
Wert. Die héchste Zahl von 10,82 g findet sich am folgenden 
Tage. Das erscheint auf den ersten Blick sehr auffallend und 
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schwer verstiindlich. Vergleicht man jedoch die Ausscheidungs- 
mengen des Urins an beiden Tagen, so ergibt sich ein An- 
steigen der Harnmenge um das Vierfache. Die Abhiingigkeit 
der N-Ausscheidung von der Gesamtharnausscheidung ist aber 
bekannt und gibt die Erkliirung auch in meinem Falle. Bei der 
Beurteilung der Stickstoffwerte vom 18.—26. X. ist zu bedenken, 
dali mit dem 18. mittags die Hungerperiode zu Ende war, und 
dah in der Zeit nachher zuniichst nur Zuckerlésung durch die 
Schlundsonde gegeben wurde, die ftir sich allein den Kalorien- 
bedarf vollkommen gedeckt hitte. Leider wurde in oft voll- 
kommen unkontrollierbarer Weise (viel Speichelbeimengung, 
Erbrechen erst nach 1—2 Stunden usw.) ein grober Teil der 
zugefiihrten Menge wieder ausgebrochen. Trotzdem ist der Ein- 
flu} der Kohlenhydratzufuhr, besonders in den ersten Tagen, 
evident. Da, wie die RKespirationsversuche ergaben, der Zucker 
verbrannt wird, kann Eiweifi gespart werden, und so sinkt der 
Stickstoffgehalt im Urin auf den auberordentlich geringen Wert 
von 1,057 g N pro Tag oder 0,0215 g pro 1 kg KoOrpergewicht 
herab. Diese Zahl wiirde also das duferste Eiweifminimum 
fiir den Organismus der Patientin darstellen. 

Vom 26. X. OY an wurde durch die Schlundsonde 11 Casein- 
aufschwemmung eingegossen mit einem kalorischen Gehalt, der 
dem Energieverbrauch des Organismus pro 24 Stunden ent- 
sprach. Leider wurden teils vor, teils 1—-2 Stunden spiiter 
wiihrend des direkt anschlieBenden Versuchs im Respirations- 
apparat groBe, nicht genau mehr zu bestimmende Mengen des 
eingefiihrten Caseins wieder erbrochen. Da eine, wenn auch 
nur geringe Steigerung der Oxydation eintritt (vgl. Tab. IID), 
ist jedenfalls eine gewisse Menge N im Organismus zuriickge- 
blieben. Dem entspricht auch der Anstieg der N-Ausscheidung 
von 3,03 auf 6,355 g. Da die Mehrausscheidung wohl in keinem 
Verhiltnis zu der zuriickgebliebenen Menge Casein im Orga- 
nismus steht (im ganzen waren 37,45 g N eingeftihrt), so mufs 
wohl eine ziemlich erhebliche Aufspeicherung von N im Korper 
stattgefunden haben. Leider mubte von weiteren Versuchen 
mit Nahrungsaufnahme im AnschluB an die Hungerperiode zu- 
niichst abgesehen werden, da infolge des Erbrechens der Pa- 
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tientin die Durchfiihrung quantitativer Bestimmung zuniichst 
unmoglich war. 

Nach den bisher vorliegenden Beobachtungen an hungern- 
den Personen (vgl. Literatur bei v. Noorden(!?) 8S. 516), war 
zu erwarten, dab der Stickstoff im Harn nicht wie in der Norm 
nahezu ganz als Harnstoff ausgeschieden wird. Es stieg meist 
bei den bisher untersuchten Hungerpersonen sowohl der Prozent- 
vehalt an Aminosiiuren wie vor allem an Ammoniak. Da dem 
letzteren KoOrper eine besondere Bedeutung zukommt, habe ich 
in den letzten Hungertagen auch den Ammoniakstickstoff be- 
stimmt und dabei auferordentlich hohe Werte erhalten, die 
noch weit hédher liegen wie die schon hohen Zahien von 
Brugsch(?). Am 16. X. wurden von der Patientin 2,616 ¢ 
NH,-N, d. h. 57,7°/o des Gesamtstickstoffs als Ammoniak aus- 
geschieden. 

Die Ursache der vermehrten Ammoniakausscheidung is! 
die starke Acidose des Organismus. Die Ausscheidung von 
Aceton im Hungerharn ist schon seit v. Jaksch*) bekannt 
und bei den Hungerversuchen an Cetti und Breithaupt von 
’. Miller eingehend studiert, dagegen fehlten bis vor kurzem 
genaue quantitative Angaben tiber die Ausscheidung von B-Oxy- 
buttersiiure, die zuerst Kiilz(*) bei Inanition fand. Brugsch(**) 
ist der erste, der sie bisher wiihrend des 20.-- 30. Hungertags bei 
Succi approximativ aus der Linksdrehung des Harns berechnet 
hat, BOninger und Mohr(?) bestimmten sie zum ersten Male 
quantitativ. Mir schien nun vor allem fiir die Beurteilung des 
respiratorischen Quotienten eine genaue quantitative Bestimmung 
der B-Oxybuttersiiure von groBber Wichtigkeit. Die von mir ge- 
fundenen Werte sind in Stab 11 der Tabelle I zusammengestellt. 

Es zeigt sich, dafi bereits am 6.—7. Hungertag, an dem 
meine Untersuchungen begannen, eine Ausscheidung von 10 g 
pro die sich findet. Der dann folgende Sturz auf 1,54 g ist 
offenbar bedingt durch die ganz geringe Nahrungszufuhr, die, 
wie oben erwiihnt, versehentlich am 5, X. 09 per Klysma statt- 
fand. Obwohl schiitzungsweise davon nur geringe Mengen im 
Organismus zuriickgeblieben sein kénnen, geniigen diese doch, 
das gewaltige Sinken der Acetonkérperausscheidung hervor- 
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zurufen. Nach den bisherigen Vorstellungen ist diese Wirkung 
in erster Linie den Kohlenhydraten zuzuschreiben. 

Ks steigt dann vom 6. X. an die B-Oxybuttersiiureaus- 
scheidung ziemlich rasch auf Werte bis iiber 14,09 g pro die. 
Nach Einfuhr von Zucker am 18. X., wobei auch nur ein paar 
Gramm im Organismus zuriickgeblieben sein kénnen, findet 
ein starkes Absinken von 9,08 auf 4,807 @ statt. In Anbetracht 
des Ansteigens der Urinmenge um das 4fache erscheint die 
Zahl noch etwas zu hoch und enthilt wohl noch einen grofen 
Teil der Oxybuttersiiure, die in den Tagen vorher mit geringer 
Diurese im Korper sich angesammelt hatte. Es gilt fiir die 
Ausscheidung der Acetonkorper dieselbe Abhiingigkeit, von der 
(Gesamturinmenge wie beim Stickstoff. Der Einfluf{ der geringen 
Zuckerverbrennung ist nur ein voriibergehender: da am nichsten 
Tage das Erbrechen bei Eingiefung von Zucker sich wieder- 
holte, kommt es voriibergehend noch zu einem Ansteigen der 
Oxvbuttersiureausscheidung, die in dem Mabe, als in den fol- 
genden Tagen Zucker im Organismus zuriickbehalten wurde, 
aulméahlich auf minimale Werte sich reduzierte. 

Bei der Berechnung der Mengen von Ammoniak, die durch 
Oxybuttersiure nicht gebunden werden, ergibt sich fiir die 
Tage vom 15.—19. X. ein Uberschu8 ungebundenen Ammoniak- 
stickstoffs von 2,665 g = 29,76°/o der Gesamtmenge. 

Unter der Annahme, dafi im Héchstfalle ca. 10°/o des 
Stickstoffs auch im normalen Harn, der nur Spuren von Oxy- 
buttersdure enthilt, als Ammoniakstickstoff ausgeschieden werden 
kénnen, bliebe noch immer ein Uberschu8 von ca. 20°/o oder 
0,335 g pro Tag, der in anderer Bindung im Urin vorhanden 
sein muf. Zu einer aihnlichen Annahme war auch Brugsch(*4) 
gedriingt, der auch keine Ubereinstimmung zwischen Ammoniak- 
stickstoff und der approximativ berechneten Oxybuttersaure 
linden konnte; umgekehrt geniigte in BOningers und Mohrs (?) 
Fall das Ammoniak nicht zur Absittigung der Siure. Es ver- 
halten sich offenbar die verschiedenen Versuchspersonen ganz 
verschieden. Ob Harnsiiure allein ausreicht, das Sauredefizit in 
meinem Falle zu decken, scheint mir sehr unwahrscheinlich. 
Méglich ware, dali im Hunger im Gegensatz zum Diabetes, 
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bei dem Ammoniak- und Oxybuttersiureausscheidung fast stets 
Hand in Hand gehen, die Harnstoffsynthese noch stirker leiden 
kann, wie der Abbau der Acetonkorper. 

Die Ausscheidung von Aceton und Acetessigsiiure, die in 
Aceton iibergefiihrt war, ist in Stab 10 der Tabelle Nr. I registriert 
Sie erreicht ziemlich hohe Werte, die bis 1,58 g ansteigen, bietet 
aber sonst keine Besonderheiten. Ahnlich wie beim Diabetes 
sinkt erst die Acetonausscheidung und dann die Oxybutter- 
siiureabgabe im Urin. Es steht das mit der bisherigen Auf- 
fassung, dafi der Abbau der Fettkérper, der Hauptquelle der 
Acetonkérper, von der Oxybuttersiiure zu Acetessigsiiure bezw. 
Aceton absteigt, durchaus in Einklang. 

In der Atemluft habe ich das Aceton nicht bestimmt: 
nach den bisherigen Untersuchungen in dieser Richtung is! 
jedoch anzunehmen, dafi die durch die Lungen abgegebene 
Acetonmenge nur einen kleinen Bruchteil der Gesamtaceton- 
ausscheidung betriigt(!2) (S. 532). Boéninger und Mohr(? 
fanden allerdings in ihrem Falle normale Verteilung. Einen 
deutlichen Acetongeruch habe ich bei meiner Versuchsperson 
nie entdecken kénnen, fiir die Beurteilung des respiratorischen 
Stoffwechsels spielt die wahrscheinlich geringe, ausgeatmete 
Menge keinerlei Rolle. Die Hungeracidose hat die allergrobte 
Ahnlichkeit mit der diabetischen Acidose und ist wohl wie 
diese am richtigsten als Ausdruck eines starken Kohlenhydrat- 
hungers aufzufassen, wenn auch vielleicht bei der diabetischen 
Acidose in schweren: Fillen noch andere, bisher unbekannte 
Momente in Betracht kommen. 

Auch beim Diabetes geniigen in leichten Fallen oft ganz 
geringe Mengen von zugefiihrten Kohlenhydraten, um die Aci- 
dose, die im Diabetes allerdings sehr viel hdhere Grade wie 
im Hunger erreichen kann, herunterzudriicken oder zu_be- 
seitigen. Allerdings scheint es notwendig zu sein, da der 
Zucker auch tatsiichlich verbrannt wird. 

Die Ursache des merkwiirdigen Einflusses des Zucker- 
auf den Abbau des Fettes im Organismus ist vorléufig noch 
durchaus riitselhaft. 

Bei der Kohlenstoffausscheidung im Urin interessiere! 
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weniger die Gesamtmengen, die in meinem Falle wohl wegen 
der starken Acidose etwas hdher sind wie bei den bisherigen 
Hungerstoffwechselversuchen, als ihr Verhiltnis zur Gesamt- 
kohlenstoffausscheidung des Korpers und zur Stickstoffaus- 
scheidung im Urin. 

Was den ersteren Punkt betrifft, so betriigt beim nor- 
malen Menschen die Ausscheidung von Kohlenstoff durch den 
Harn 5—6°/o des Gesamt-C, in den beriihmten Hungerversuchen 
an Cetti und Breithaupt waren es etwa 6°/o. Meine Zahlen 
sind etwas héher und bewegen sich zwischen 6,29 und 7,43° o. 
Bei der Berechnung der Gesamtkohlenstoffausscheidung ist der 
minimale Gehalt des Hungerkots an C, den ich aus den oben 
angegebenen Griinden (vgl. S. 24) nicht mitbestimmt habe, 
unberticksichtigt geblieben. 


C, . ry. ‘ ‘ 
y ist (vgl. Tab. I, Stab 13) auberordent- 
lich hoch und erreicht einmal sogar den Wert 2,0. Nach den 


Der Quotient 


ae. ewe 
Untersuchungen von Rubner schwankt der Wert r beim ge- 


sunden, nicht hungernden Menschen zwischen 0,6 und 0,7 (!° u.!%). 

Der neuesten Untersuchung tiber diesen Gegenstand von 
KX. Magnus-Alsleben('!*) entnehme ich die Zahlen 0,7—1,0 
als Grenzwerte beim Gesunden. Gegeniiber diesen Normal- 
zahlen bedeuten meine Werte eine auberordentliche Steigerung, 
die nur als Ausdruck einer qualitativen Verinderung des Kohlen- 
stoffwechsels im Hunger aufzufassen sein kann. Gegeniiber der 
Norm mufte ein C-reicher, N-freier Koérper in betrichtlichen 
Mengen ausgeschieden sein. Es ist klar, dai dies nur die 
Acetonkorper sein konnen. ‘Tatsachlich sinkt nun, wenn man 
von dem Gesamtkohlenstoff des Harns den auf Acetonkérper 


’ 


entfallenden Wert abzieht, der Wert sehr erheblich auf 


unternormale Werte. 

Erst wenn man von dem Gesamtstickstoff den Ammoniak- 
stickstoff abzieht, erhilt man die in Kolonne 14 der Tabelle | 
zusammengestellten Werte, die in die Breite der Normalzahlen 
von Rubner und Magnus-Alsleben fallen. 

Daraus geht hervor, dai sich im Hungerharn, abgesehen 


) 
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von der beschriebenen Acidose und der durch sie bedingten, 
vermehrten Ammoniakausscheidung keine irgendwie erhebliche 
anderweitige Stoffwechselabnormitaét nachweisen 1/aBt. 

Damit ist selbstverstandlich nicht ausgeschlossen, dal} 
kleinere Mengen abnormer Stoffwechselprodukte im Hunger- 
harn den Korper verlassen, aber sie witirden dann fiir die Be- 
urteilung der quantitativen  stofflichen Umsetzungen ohne Be- 
deutung sein. .Jedenfalls kann man zur Erkliérung der abnormen 


C ' , ‘ : 
y> Wie Magnus-Alsleben(!”) bei Infek- 
tionskrankheiten sie fand, nicht den Inanitionszustand als solchen 
heranziehen, was Magnus-Alsleben selbst auch nicht tut. 


Werte des Quotienten 


In der Tabelle I] sind die wichtigsten Resultate der Re- 
spirationsversuche wihrend der Hungerperiode zusammengestellt, 
ferner die Berechnungen des Kraftwechsels. 

Die ausftihrlicheren Versuchsprotokolle sind im Anhange 
mitgeteilt. 

Die Zahlen fiir Kohlensiiure und Sauerstoff sind in Stab 
und 5 reduziert auf die allgemein tiblich gewordene Normal- 
einheit 1 kg und 1 Minute. Die Werte fiir den Sauerstoffver- 
brauch schwanken in ziemlich weiten Grenzen: der niedrigsie 
Wert ist 3,5, der héchste 4,65 ecm pro 1 kg in 1 Minute. 

Bei Beurteilung der hohen Zahl ist allerdings zu bedenken, 
dal} dieser Wert bei einem Versuch von 22 Stunden Dauer er- 
zielt wurde. Wébhrend der ersten 10 Stunden verhielt sich die 
Patientin im allgemeinen ziemlich ruhig und zeigte nur miifige 
Muskelspannungen. Der Sauerstoffverbrauch betrug 4,43 ccm. 
Withrend der tibrigen Stunden bestand zum Teil eine sehr erheb- 
liche Unruhe mit Krampfzustiinden der Atemmuskulatur und 
starken Spasmen der Lippen und Verzerrung der Gesichtsmus- 
keln; infolgedessen stieg die aufgenommene Sauerstoffmenge 
auf 4,91 ccm. Der respiratorische Quotient wurde durch die 
stirkere Bewegung nur ganz unwesentlich alteriert, er stieg 
von 0,713 auf 0,718. 

Auch in dem Versuche am 14. X. 09 war die Patientin 
stellenweise sehr unruhig, setzte sich verschiedentlich im Bett 
auf und wiegte den Oberk6érper hin und her. Am_ ruhigsten, 
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grObtenteils tiberhaupt regungslos schlafend verhielt sie sich 
in den Versuchen vom 4., 12., 13. und 15. X. 

So sind also die Differenzen der Werte, die tibrigens 
durchaus nicht grOSer sind wie z. B. bei den Zahlen von Zuntz 
bei Breithaupt, wohl im wesentlichen durch die wachsende 
Art der Bewegungen und Muskelspannungen zu erklaren.  Liift 
man die beiden abnormen Werte vom 8. u. 14. X. fort, sv 
zeigt sich doch im ganzen ein Ansteigen des Sauerstoffver- 
brauchs pro Koérper-Kilo und Minute. 

Kin besonderes Interesse beanspruchen die Werte des 
respiratorischen Quotienten (Stab 6). Bekanntlich lagen sie in 
den Beobachtungen bei den Hungerkiinstlern Breithaupt. 
Cetti und Sueci unterhalb 0,700, herabgehend bis 0,5. Diese 
Erscheinung trat bei Cetti schon am 2., bei breithaupt am 
5. Hungertage aut. 

Zur Erklarung wird von Zuntz die oben (S. 22) er- 
wiihnte Hilfshypothese gemacht. Er beruft sich zur Stiitze diese: 
Annahme auf Tierversuche. Die Richtigkeit der Annahme vor- 
ausgesetzt, wiire auf diese Weise ein Herabgehen des respira- 
torischen Quotienten bis 0,64 rechnerisch méglich. Auch ich fand 
bei meiner Hungernden, allerdings erst vom 15. Hungertage ab. 
ein Herabgehen des respiratorischen Quotienten unter den Wert 
von 0,707, der bei ausschlieBlicher Fettverbrennung zu finden 
ist. Da aber immer kleine Mengen Eiweif neben Fett verbrennen, 
miifite der Wert des respiratorischen Quotienten mindesten- 
Q,715—0,720 unter normalen Umstiinden betragen. Wihrend 
Zuntz Werte bis 0,65 fand, ist meine niedrigste Zahl 0,694. 

Darin kommt zweifellos eine qualitative Anderung de: 
Stofiwechsels gegentiber der Norm zum Ausdruck, und es frag! 
sich, ob man genotigt ist, zu der bisher noch unbewiesenen 
Annahme einer erheblichen Glykogenbildung aus Eiweif im 
Hunger seine Zuflucht zu nehmen, oder ob es gelingt, durch 
wohlbekannte Vorgiinge im hungernden Organismus diesen al- 
normen Wert ausreichend zu erkliiren. 

Zu diesem Zwecke habe ich in Stab 7—9 der Tabelle I! 
eine Reihe von Korrekturen ausgerechnet, um den Wert des 
respiratorischen Quotienten zu erhalten nach Abzug aller be- 
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cannten Faktoren, die auf ihn einwirken. (Ein Beispiel der Be- 
rechnung siehe den Anhang 5S. 47.) 

In Stab 7 ist berechnet, um wieviel tiefer der respira- 
toriseche Quotient sinkt, wenn die auf Eiweif entfallenden Oxy- 
‘ationsprozesse in Abrechnung gebracht werden. 

Die Korrekturen des respiratorischen Quotienten, die man 
erhéalt, wenn die Acetonkorper als oxydiert und durch die Lungen 
ausgeschieden gedacht sind, enthilt Stab &. Diese Korrektur 
ist notwendig, um den Einflu8 dieser Stoffwechselanomalie aus- 
zuschalten. Die 3. Korrektur bezieht sich auf den mittleren még- 
ichen Fehler des respiratorischen Quotienten bei meinem Apparate 
unter Zugrundelegung der Resultate der Alkoholverbrennungs- 
versuche. 

Die so korrigierten Zahlen enthilt Stab 10. Wenn eine 
noch unbekannte Anomalie des respiratorischen Stoffwechsels 
in einem irgendwie erheblichen Grade vorhanden wiire, miifbte 
sie wohl in diesen Zahlen zum Ausdruck kommen. 

Tatsiachlich aber findet man, daB die Werte mit dem 
respiratorischen Quotienten fiir Fett, der ca. 707 betriigt, tiber- 
cinstimmen, der Durchschnittswert ist 0,706. 

Es besteht also bei langerdauernden Versuchen keinerlei 
Notwendigkeit zur Erklarung des subnormalen respiratorischen 
Quotienten eine hypothetische Entstehung von Glykogen aus 
KiweiB in irgendwie nennenswerter Menge anzunehmen, sondern 
als Ursache ist lediglich die starke Acidose des hungernden 
Organismus anzusprechen. 

Es lieBe sich natiirlich annehmen, dah wiihrend der Ver- 
suchszeit eine Menge von Glykogen sich gebildet hatte und dal 
genau die gleiche Menge wieder kurz darauf zersetzt wiirde, 
sodafi der Endeffekt dieses Stoffwechselspiels = 0 wiire, aber 
mir erscheint wenigstens fiir meinen Fall eine derartige Er- 
kliirung mindestens etwas gekiinstelt. Benedict ((!) S. 465) 
slaubt in 2 Fallen von 43 untersuchten Hungertagen der ersten 
Woche eine geringe Neubildung von Glykogen (25,7, bezw. 
10.8 g) gefunden zu haben auf Grund von Berechnungen mit 
seinen Standartgleichungen. In dem ersten Falle wird jedoch von 
Henedict selbst fiir méglich gehalten ((1) S. 514), dal die Sauer- 
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stoffbestimmung nicht richtig war, da die auf Grund der C-, 0- 
und H-Bilanz berechneten Werte fiir die Kalorienproduktion 
um -}- 4,3°/o von der direkt gemessenen Wiirmeabgabe ab- 
wichen. Im zweiten Falle liegt die Menge wohl innerhalb der 
Grenzen von Fehlern, die eine Berechnung auf Grund von zahl- 
reichen, doch nie absolut und fiir alle Fille genauen Standart- 
zahlen notwendig mit sich bringt. Um ein Beispiel zu nennen. 
sei angefiihrt, dab auf Grund von Standartzahlen die Zuntzsche 
Schule als respiratorischen Quotienten fiir Fett 0,707 berechnet. 
wihrend Benedict auf Grund seiner Zahlen 0,711 findet. Inner- 
halb solcher Verschiedenheiten der Berechnungsart liegt aber 
der von Benedict gefundene Wert von 10,8 g angeblich neu- 
gebildeten Glykogens. Die Frage, inwiefern eine Entstehung 
von Glykogen aus Eiweili oder Fett auch normalerweise ode) 
im Hunger vorkommt, modchte ich hier nicht weiter beritihren 
und verweise diesbeziiglich auf Pfliigers beriihmtes Buch iibe: 
das Glykogen. Einwandfrei bewiesen scheint mir bisher die Ent- 
stehung von Glykogen aus Eiweifi im Hunger noch nicht, wenn 
auch die Moglichkeit natiirlich nicht geleugnet werden kann, 
nachdem die Frage fiir den Diabetes heute wohl im bejahenden 
Sinne entschieden ist. Dab auch ein sehr niedriger respirato- 
rischer Quotient nicht mit einer Glykogenbildung Hand in Hand 
zu gehen braucht, ist erst vor kurzem durch Weinland und 
Riehl(?2) sowie Hari('’) bewiesen. 

Die beiden ersten Autoren fanden beim Winterschlaf des 
Murmeltieres einen respiratorischen Quotienten von 0,42—0,6% 
und niemals eine Zunahme des Glykogens. 

Haris Untersuchungsobjekt war die winterschlafende 
Fledermaus. Die meisten seiner Quotienten gingen kaum unte! 
0.7 herab, nur bei einem Tier lag er um 0,5; auch bei diesem 
konnte er keine Glykogenbildung feststellen. 

Alle derartigen Untersuchungen haben allerdings das Mil- 
liche an sich, daB die Glykogenbestimmungen nicht an dem- 
selben Tiere unter verschiedenen Verhiltnissen vorgenommen 
werden kénnen, und daf die zum Vergleich herangezogene!) 
Normalzahlen sehr stark schwanken kOnnen. Auferdem kann 
Zucker auch in anderer Form vorhanden sein. 
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Es ist von Zuntz betont worden, dah derartig tiefe re- 
spiratorische Quotienten, wie er sie fand (bis 0,65), nur bei 
absoluter Muskelruhe erhalten werden. In einem groben Teil 
meiner Untersuchungen bestand allerdings eine solehe nicht, 
jedoch lag in den Untersuchungen vom 12. und 13. Oktober 
die Versuchsperson den allergré®ten Teil der Zeit in tiefem 
Schlafe und regungslos still im Apparat, ohne dafBb von Spasmen 
etwas zu sehen war. 

[ch glaube also, dali in diesen beiden Fiillen die Be- 
dingungen, wie sie Zuntz und seine Schiiler fiir exakte Unter- 
suchungen des sogenannten Grundumsatzes fordern, nahezu 
erfullt waren, und trotzdem sprechen die respiratorischen Quo- 
tienten fiir keine hypothetische Abnormitiit des Hungerstoff- 
wechsels. 

Wie wenig in meinen Versuchen staérkere Bewegung einen 
Kinflui auf den respiratorischen Quotienten ausiibt, zeigt der 
Versuch vom 8. X., wo, wie schon oben erwiihnt, trotz ziem- 
lich grofer motorischer Unruhe der respiratorische Quotient 
im zweiten Teil des Versuchs nur von 0,713 auf 0,718 stieg. 

Bei Beurteilung der respiratorischen Quotienten von 0,74 
bis 0.78, die Zuntz nach Arbeitsleistung bekam und als be- 
dingt durch Glykogenverbrennung ansah, ist als sehr wesentliches 
Moment in Betracht zu ziehen, dah durch die Arbeitsleistung 
eine Hyperventilation der Lunge eintritt (das Atemvolumen stieg 
bis aufs Doppelte) und damit eine vermelhrte Ausscheidung 
von Kohlensiiure gegeben ist, die bei kurzer Versuchsdauer 
den respiratorischen Quotienten ziemlich erheblich in die 
Hohe treibt. 

Wodurch die Differenzen zwischen den von Luciani und 
Zuntz erhaltenen respiratorischen Quotienten und den von mir 
gefundenen Zahlen bedingt ist, labt sich natirlich nicht sicher 
entscheiden. Modglich ist, dafs die Verhiltnisse der Umset- 
zungen bei Succi, Cetti und Breithaupt andere waren wie bei 
meiner Kranken: es ist immer gefiihrlich, die in einem Falle 
erhobenen Befunde zu verallgemeinern, fiir moglich halte ich 
jedoch auch, dafi der Unterschied begriindet ist in der anders- 
artigen Methodik. Die Miingel der Lucianischen Methodik 
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setzt Zuntz(*) eingehend auseinander.?) Die Einwande gegen die 
Zuntzsche Methodik bei qualitativen Anderungen des Stoff- 
wechsels (und eine solche ist die Acidose) sind vor allem von 
Rubner hervorgehoben und Magnus- Levy, einer der besten 
Kenner dieser Methode, raumt ihnen eine gewisse Berechtigung 
ein ((11) S$. 210). So wire es modglich, dab die Unterschiede 
in den Resultaten eine Folgeerscheinung der verschieden langen 
Versuchsdauer sind, dab die Untersuchung wiihrend einer halben 
Stunde andere Ergebnisse hat als die wihrend mehrerer Stunden. 

Zu einem kleinen Teil sind die niedrigen Werte von 
Luciani und Zuntz natiirlich durch die Nichtberechnung der 
Kohlensiiureausscheidung durch die Haut bedingt. Der Fin- 
flu} der Acidose kann bei Cetti und Breithaupt zur Erklirung 


, ¥ 
nicht herangezogen werden, da der Quotient N normal war 


und somit keine erhebliche Ausscheidung von AcetonkOrpern 
vorhanden sein kann. Wiihrend das Aceton quantitativ bestimmt 
wurde (0,784 g maximal bei Cetti((§) S. 137), fehlen beziiglich 
der Ausscheidung von f-Oxybutterséure quantitative Angaben, 
da zu wenig Harn zur Untersuchung zur Verfiigung stand. 

Die Stabe von 11—20 in Tabelle Il enthalten die Resultate 
der Berechnungen des Kraftwechsels. Beziiglich des Ganges 
der Berechnung sei auf den Anhang verwiesen. 

Die Gesamtkalorienproduktion in der 2. und 3. Hunger- 
woche, die hier zum ersten Male auf Grund mehrstiindiger 
Versuchsreichen berechnet ist, schwankt in engen Grenzen 
zwischen 23 und 26,7 Kalorien pro Korperkilo. Bei der Beur- 
teilung sind die hohen Werte von 30,9 und 29,1 nicht bertick- 
sichtigt, da, wie oben erwiéhnt, wahrend dieser Versuche zeit- 
weise grofe motorische Unruhe bezw. starke Muskelspannungen 
bei der Versuchsperson beobachtet wurden, so dah man die 
Werte mit denen bei Ruhelage und ganz geringer Bewegung 
nicht vergleichen kann. Als Durchschnitt der Kalorienproduktion 
pro Kilogramm ergibt sich der Wert 25,1 Kalorien. Beim Ver- 
gleich mit den Grundumsatzzahlen von Zuntz ist zu bedenken, 


'} Lucianis Werte fiir den respiratorischen Quotienten schwankten 
n den unwahrscheinlich weiten Grenzen von 0.5—0,8. 
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daB eine vollkommene Muskelruhe und Schlaffheit wiihrend der 
Versuchszeit natiirlich nicht immer geherrscht hat. 

Die von Zuntz bei Cetti auf Grund kurzer Nichtern- 
versuche berechnete Kalorienproduktion reicht nur bis zum 
10. Hungertage. Am 7. und &. Hungertage kamen 51,74 Kalorien 
auf das Korperkilo, am 9. und 10. 29,26 Kalorien. Die von 
Luciani bei Succi berechneten Werte kommen wegen der 
unvollkommenen Methodik zum Vergleich nicht in Betracht. 
Andere Zahlen fehlen zum Vergleich bisher ganz. 

Uber die erste Hungerwoche dagegen liegt ein grobes 
Untersuchungsmaterial vor, besonders von Benedict((!) 8. 483). 
Er fand vom 5.—7. Hungertag im Durchschnitt 28,0 Kalorien. 
bei der Beurteilung dieser Zahl ist zu bedenken, dali seine 
Versuchspersonen sich zu Beginn der Untersuchungen meist in 
einem sehr guten Erniihrungszustand befanden (57—79 kg). 

Zieht man diese Zahlen aus den ersten Hungertagen zum 
Vergleich heran, so sind dem gegeniiber meine Werte um 
15—20°/o niedriger, obwohl das Anfangsgewicht meiner Ver- 
suchsperson bedeutend geringer war. 

Rubner(!*) hat den Satz aufgestellt, daf der Energie- 
verbrauch des hungernden Organismus proportional dem Korper- 
sewicht abfiillt. Bewiesen ist er fiir den Hund und die ersten 
Hungertage des Menschen. Bei meiner Versuchsperson lagen in 
der 2. und 3. Hungerwoche die Verhiiltnisse umgekehrt; wiahrend 
das Kérpergewicht um 10°/o abnahm, stieg die Kalorienabgabe 
um etwa denselben Betrag. Vielleicht hiingt dies damit zusammen, 
dah infolge starker Wasserretention die Oberfliiche des Kérpers 
wiahrend des ganzen Versuchs kaum abnahm, wenn mandie Umfang- 
mafe der Gliedmafen, des Thorax und des Abdomens zu Anfang 
und Ende der Versuchsperiode vergleicht. Bei nahezu konstant 
bleibender Oberfliiche wiirde dann der Inhalt des Kérpers bezw. 
das Gewicht abgenommen haben, so daf daraus vielleicht die 
Steigerung der Oxydationen zu erkliaren ist. Eine Beeinflussung 
der Umsetzungen durch Temperaturverschiedenheiten ist auszu- 
schliefien, da die Temperaturen des Kastens regelmabig zwischen 
[8 und 20° lagen. Moglicherweise ist auch der verschiedene Grad 
der Kérperbewegungen wahrend der meist nur 4—10 Stunden 








42 Ki, Grafe. 


dauernden Versuche die Ursache, eine Fehlerquelle, die bei 
24 stiindiger Versuchsliinge vielleicht in Fortfall gekommen wiire. 
Zu erwiigen ware ferner auch noch, ob nicht der Organismus 
des Menschen sich im Gegensatz zu dem des Tieres auf ein 
Hungerminimum schlieblich einstellt. 

Was die Beteiligung der einzelnen Nahrungsstoffe am Kraft- 
wechsel betrifft, so entfillt der Hauptanteil, wie es ja auch 
zu Anfang des Hungers allgemein der Fall ist, auch wahrend 
der 2. und 3. Hungerwoche auf Fettverbrennung. Diese deckt 
vom Anfang der 3. Woche an mit 90°/o den Energiebedarf. 

Wiihrend zu Anfang der 2. Woche noch 20°/o der Ge- 
samtkalorien durch Verbrennung von Eiweifisubstanz geliefert 
wurden, sinkt dieser Wert in der 3. Woche rasch auf ein Mi- 
nimum von 10°/o und erhiilt sich auf dieser Hohe konstant 
(vel. Krehl(*) 5. 392). 

Was die Verbrennung von Glykogen betrifft, so beteiligte 
sich diese noch am 7. Hungertage mit 9°/o am Stoffwechsel. 
Auch Benedict fand in den von ihm untersuchten Fallen am 
6.--7. Hungertag noch eine Glykogenzersetzung. 

Aus dem respiratorischen Quotienten von 0,715 am 8. X., 
dem 11. Hungertage, kénnte man entnehmen, dafi noch an 
diesem Tage Glykogen zerlegt wiirde. Unter Zugrundelegung 
des Zuntzschen Quotienten von 0,707 wiirde eine Verbrennung 
von 11,17 ¢ Stiirke zu bereechnen sein: nimmt man Benedicts 
hOhere Zahl, so kann es sich nur um Spuren gehandelt haben, 
die durchaus ins Bereich der Fehlerquellen gehoren. 

Fiir den Fall. daB wirklich an diesem Tage nachweisbare 
Mengen von Glykogen zersetzt wurden, ist zu berticksichtigen, dab, 
wie oben (S. 24) erwiihnt war, die Patientin leider am 6. X. irr- 
tiimlich ein Niihrklysma bekam. Wenn dies auch bald darauf durch 
einen Einlauf wieder herausgesptilt wurde, so beweist doch das 
Absinken der Acetonkérperausscheidung die Resorption einer ge- 
wissen Menge Zucker, deren nachtriigliche Verbrennung vielleicht 
die Ursache des respiratorischen Quotienten von 0,715 sein konnte. 

In der Folgezeit steigt noch einmal, am 17.Hungertag. de! 
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Quotient ~ bis 0,712 an. Dieser Wert deckt sich mit dem 
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Quotienten von Benedict bei Fettverbrennung vollstindig und 
seine Abweichung von dem Werte der Zuntzschen Schule fillt 
innerhalb der Fehlergrenzen. 

Der auflfallend hohe kalorische Wert des Harns ist nattir- 
lich die Folge der starken Acetonkérperausscheidungen. 

Tabelle UH] enthiilt die Resultate einiger Versuche bei 
Nahrungszufuhr. Wie schon oben erwiihnt, war in den beiden 
ersten Versuchen eine quantitative Bestimmung der Einfuhr nicht 
moglich, da die Patientin den gr6Bten Teil der Nahrung erbrach. 

Daf die Versuchsperson von der ersten Nahrung, die sie 
nach einer Hungerperiode von 3 Wochen bekam, doch gewisse 
Mengen verbrannt hat, geht aus der sofortigen Steigerung des 
respiratorischen Quotienten hervor, ferner aus dem_ gleichzei- 
tigen Absinken der AcetonkOrperausscheidung. 

Das Ansteigen des respiratorischen Quotienten ist ledig- 
lich durch Steigerung der Kohlensiiureausscheidung bedingt, in 
dem ftir einen gewissen Teil des sonst verbrannten Fettes 
Zucker eintritt und die Acidose nachliibt. 

Der Niichternumsatz in den ersten Tagen nach der Nah- 
rungsaufnahme, die lediglich aus ZuckerlOsung bestand, ist sehr 
gering, wie der 4. Respirationsversuch auf Tabelle Ill zeigt. 

Nach einer Eiweiikarenz von 4 Wochen wurde dann am 
26. X. zum ersten Male Eiweib in Form einer Aufschwemmung 
von Casein durch die Schlundsonde gegeben. Leider wurde 
auch diesmal der erdfite Teil wieder ausgebrochen. Immerhin 
trat eine Steigerung der Oxydationen von 30°/o gegeniiber dem 
Niichternwert ein. ein sechlagender Beweis dafiir, dab selbst 
bei dem stiirksten Kiweibhunger des Organismus die spezifisch- 
dynamische Wirkung des Eiweifes nicht vermift wird. 

In der Folgezeit sank, da es zuniichst nicht gelang, die 
Kranke per rectum oder durch die Schlundsonde genugend zu 
ernahren. das Gewicht weiter ab. Zum grofen Teil handelte 
es sich dabei allerdings um Wasserverlust. 

Erst als die Patientin wieder alle Nahrung bei sich be- 


halten konnte, wurden nochmal zwei quantitative Versuche vor- 
genommen mit Mengen von Zucker und Eiweili, die etwa die 
Hiilfte des Nahrunesbediirfnisses der Patientin darstellten. 
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Obwohl das Gewicht bei 47 kg geblieben ist gegeniiber 
55 kg am 5. Hungertage, und ein auferordentlich starkes assi- 
milatorisches Bediirfnis des Organismus vorliegen sollte, findet 
sich doch eine erhebliche Steigerung der Oxydationen selbst 
nach Zuckerzufuhr. 

Wir gehen wohl nicht fehl in diesem merkwiirdigen Ver- 
halten, das durchaus im Gegensatz steht zu der Assimilation 
bei Rekonvaleszenten und bei Hungerkiinstlern nach Beendigung 
der Abstinenz, eine Eigentiimlichkeit der Katatonie zu sehen. Es 
scheint, wie ich auch durch anderweitige Untersuchungen fest- 
stellen konnte, eine Form von Negativismus zu sein. Der 
KOrper scheint trotz starker Nahrungszufuhr nicht zum Gewicht- 
ansatz zu zwingen zu sein, Mitte Dezember betrug das Gewicht 
der Patientin nur 47,5 kg trotz ausreichender Nahrungszufuhr 
(c. 1400 Kal. tigl.). 

Wiihrend also hier wahrscheinlich eine spezifische Ano- 
malie des katatonisch erkrankten Organismus vorliegt, hat die 
Annahme, dafB auch der Hungerstoffwechel spezifische Eigen- 
schaft hat, sehr wenig Wahrscheinlichkeit fiir sich. Natiirlich 
wire es sehr wiinschenswert, wenn ahnliche langdauernde Unter- 
suchungen auch bei anderen Personen im extremen Hunger- 
zustand gemacht wiirden. 

Als Ergebnis der vergleichenden Untersuchungen des Harns 
und des respiratorischen Gaswechsels bei meiner Versuchs- 
person betrachte ich die Feststellung, dab in diesem Falle auber 
einer starken Acidose keine andere nachweisbare qualitative 
Storung des Stoffwechsels beim Hungerzustande gegentiber der 
Norm besteht. 

Es beweist diese Tatsache, dafB man zur Erklarung der 
abnorm niedrigen respiratorischen Quotienten, wie sie in kurz- 
dauernden Versuchen bei schweren Infektionskrankheiten ver- 
schiedentlich (Litt. bei (4#) (!5)) beobachtet wurden, nicht den 
Inanitionszustand als solchen heranziehen darf. Die Versuche, 
in denen ich bei Schwertuberkulésen niedrige respiratorische 
Quotienten fand, dauerten im Durchschnitt 1 Stunde, aber auch 
diese Zeit schien mir noch zu kurz, um mit voller Sicher- 
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heit etwas daraus fiir einen qualitaliv geainderten Stoffwechsel 
zu folgern((4@) S. 59d). 

Gerade die Tatsache, dai im Hungerzustand bei liinger 
dauernden Versuchen ein anderer hdherer Wert des respira- 
torischen Quotienten gefunden wird, als andere Autoren thn 
in kurz dauernden Versuchen beobachteten, warnte davor, aus 
dem Ergebnis kurzer Perioden weittragende Schliisse zu ziehen. 

Meine tiber viele Stunden ausgedehnten Untersuchungen 
bei schweren, mit starker Inanition einhergehenden Infektions- 
krankheiten (Typhus, Tuberkulose usw.), sind noch nicht ab- 
geschlossen, aber trotzdem kann ich als bisheriges Ergebnis 
(in 18 Fiillen) mitteilen, dab bei 4—10sttindiger Versuchsdauer 
noch kein subnormaler respiratorischer Quotient beobachtet 
wurde, und ich untersuchte gerade Patienten mit solchen 
Krankheiten, bei denen die verschiedensten Autoren bei kurzer 
Versuchsdauer abnorm niedrige Werte gefunden hatten. 

So wiirden diese Untersuchungen eine neue Stiitze sein 
fiir die Ansicht der Forscher, die wie Magnus-Levy('!) (S. 218) 
und Kraus (v. Noordens Handbuch, Bd. I, 5. 578 ff.) bisher 


bestritten haben, dali der Stoffwechsel bei Infektionskrank- 
heiten qualitativ ein anderer ist als in der Norm. 
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Anhang. 


Zur Illustration der Art und Weise, wie die Korrekturen und die 
Kalorien ausgerechnet wurden, sei ein Beispiel angefihrt. 


Versuch vom 15. X, O09. 

Wahrend der Versuchszeit wurden aufgenommen 139.2 | O, und 

ausgeatmet 88,9 1 CO, pro 24 Stunden, also 
139.2 « 1440 : —— 
650 = 308.4 | O,-Verbrauch und 214,6 | CO,-Abgabe. 
re) "a ; 
Bei der Berechnung der Korrektur fiir den Stickstoff ist in Betracht 
zu ziehen, dafs ein sehr erheblicher Prozentsatz des N im Harn als NH, 
erschemt und daf sich dementsprechend die Werte von ©, und CO, bei 
der Oxydation von Eiweif’ gegeniiber den gewohnlichen Standartzahlen, 
wie sie bei Gesunden festgestellt worden sind, andern. In den letzten 
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Hungerlagen ist der Ammoniakstickstoff direkt bestimmt, fiir die anderen 
Tage habe ich angenommen, daf 25°/o des N im Harn als NH, erscheint. 
Von Zuntz ist auf Grund zahlreicher Analysen von Rubner, Rub- 
nerund Heubner,('*) Frenzel und Schreuer, sowie Kéhler (Lit. s. 23) 
berechnet worden, dafs beim Gesunden auf 1 g N im Harn in der Ein- 
atmung 5,8 1 O, und in der Ausatmung 4,6 | CO, kommen.(?*) 
Da am 15. X. 09 3,01 g N nicht als NH, im Urin erscheinen, ent- 
fallen in der Atmungsluft auf diese N-Menge 17,34 | O, und 13,761 CO,, 
Die Berechnung fiir den Ammoniakstickstoff mufte gesondert an- 
gestelll werden. 
Ich ging dabei ebenso wie Zuntz von der Zusammensetzung des 
Eiweifes im Tierkérper aus: 
Als Durchschnittswert wird angegeben 52,38 °/o C, 7,27 °/o H, 22,6895 0. 
16,65°/o N und 1,02° 0 S. 
Von diesen Stoffen bleibt, wenn das Eiweif$ als NH, den Korper 
verlafMt, berechnet pro 1 g N im KoOrper zuriick 
52,38 22,68 
16,65 ma re 
Unter der Annahme, dafs in der Norm aller N als Harnstoff den 
Korper verlift, wiirde fiir den Fall der N-Ausscheidung als NH, “/« des 
normalerweise im Harn erscheinenden H im Urin ausgeschieden, unter 
Zugrundelegung der Zahlen von Frentzel und Schreuer, (?") also 
27 xX 3 
4% 16,65 
Bei der Oxydation von 3,147 ¢g C entstehen: 
3,147 & 44 
12 < 1,966 
Zu dieser Oxydation sind noélig 
5,867 < 32 1,966 
44 1,43 - 
In analoger Weise berechnet sich fiir die Oxydation von 0,3 g H 
eine Aufnahme von 1,72 1 O,. Mithin erfordert 1 g NH,-N 7,584 1 O, 
oder, da das Eiweifi bereits 0,953 1 O, enthalt, eine Aufnahme von 
6,631 1 O aus der Luft. 
Demnach kommen auf 1 g NH,-N im Urin: 
in der Einatmung 6,6 1 O, 
und in der Ausatmung 5,9 | CQ,. 
Der respiratorische Quotient wiirde also 0,885 betragen. 
Da am 15. X. 09 1,87 g N als NH-,N den Urin verliefen, sind 
zu deren Oxydation 12,34 1 Sauerstoff nétig, es entstehen dabei 11,041 CQ,,. 
Auf die Gesamteiweifizersetzung am 15. X. 09 entfallen also in der 
Respiration 29,68 | O, und 24,80 1 CO,. Zieht man diese Mengen von 
den Gesamtwerten 308,410, und 214,61 CO, ab, so verbleiben 278,7 1 O, 
und 189,81C0O,. Der auf die anderen Stoffe mit Ausschluf des Eiweifes 


== 5,867 1 CO,. 


== 5,867 | O,. 
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entfallende Rest hat also einen Respir.-Quot. von 0,681. Mithin ergibt 
sich als Korrektur des Resp.-Quot. fiir Eiweifs 0,015. 

Die 2. Korrektur betrifft die Acetonkérperausscheidung. Wiahrend 
normalerweise das Fett restlos verbrennt, ist beim Hungernden die Ver- 
brennung unvollstindig, indem ein Teil als Acetonkérper im Harn er- 
scheint. Fir die Beurteilung der Natur der Stoffe, die im Kérper zer- 
setzt wurden, ist es notwendig, zu berechnen, wie der Respirator- 
(Quotient sich verhalten wiirde, wenn wie in der Norm keine irgendwie 
nennenswerten Mengen von Acetonkérpern ausgeschieden wiirden. 

Bei der Oxydation des C von 100 g g-Oxybultersiiure entstehen 

176 are 144 
ion x 1,966 ~~ SO 1 CO: une a Tas 
sind dazu notig. 

Die analoge Reclinung, fiir 100 g Aceton angestellt, ergibt in der 
Respiration 

128 : 132 
“wx tae 7 TS Oe ee 

Demnach wiiren fiir die Oxydation von 14,17 g Oxybuttersdure 
13,64 1 O, nétig gewesen und dabei 12,19 1 CO, entstanden, die ent- 
sprechenden Werte fiir 1,236 g Aceton waren 1,9071 0, und 1,431 1 CO,. 

So wiren also zu dem Sauerstoffverbrauch von 308,4 1 O, noch 
13,64 1 O,, bei der Kohlensaiure zu 214,6 noch 12,2 1 zu addieren. 

Auf diese Weise wiirde in der Respirationsluft ein Quotient von 
0,705 entstehen. Die Korrektur fiir die Acetonkérper also 0,009 betragen. 

Die Anbringung einer 3. Korrektur wird notwendig gemacht durch 
den mittleren Fehler des Apparates. 

Dieser betrigt fiir einen respiratorischen Quotienten von 
70 + 0,93 
100 — 0,93. 

Da ich in den Alkoholverbrennungsversuchen nur eine mittlere 
Abweichung von -{- 0,012 fand, habe ich fiir die Berechnung den Mittel- 
wert + 0,014 genommen. 

Bei der Berechnung der Eiweifikalorien ist an den Tagen, an 
denen der Kaloriengehalt des Harns nicht bestimmt wurde, auf Grund 
der Berechnungen von Zuntz und seinen Schiilern pro 1 g N 28,08 Kal. 
als Warmewert angenommen; da, wo der Brennwert des Harns bekannt 
war, wurden 34 Kal. in Rechnung gestellt und von dem so erhaltenen 
Werte der Brennwert des Harns — dem Brennwert der Acetonkérper in 
Abzug gebracht. 

Bei 4,86 g N am 15. X. 09 ergibt diese Rechnung zunachst 
[65,2 Kal. Der kalorische Wert des Harns betrug an diesem Tage 
99,27 Kal. Davon sind fiir Oxybuttersiure 64,27 Kal. und fir Aceton 
9.03 Kal. abzuziehen, so dafs als Brennwert des Harns durch Verbrennung 


== 96,85 1 O, 


= 115,8 | CO,. 


0,7 : = (0,716, d. h. 0,016. 
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Tabelle Ut (Anhang). 
| om _ | Re du- | ecm ecm R- -).) R.-Q 
| Nackt- lem- ! Versuchs-|ziertes Pe | CQ, | O, | QO, der des 
Datum) ge- | pera- | | Luft- | CO, | pro ‘Defizit| pro | Teil- ganzen| Bemerkungen 
| . | - | | g "10- | t= | 
sci | zeiten | VO | 1 kg | | 1 kg | perio-| Ver- | 
| wie wal | lumen’ in ] |und 1 in ] |und ia den | suchs | 
, S 92 | 913 | | | | | ° . 
4. X. | 55 | 36,8 | ze pam sailed 22,73 | citi 32,1 3 5 | | 0.734 Schwitzt stark, krampft ab und zu Kopf 
| | 2,57 a0 | — | Gear! or 
| |— ee ee yor | | | und Augen, im iibrigen ruhig. 
| | | | 2434,8, 16,17, | 21,82 | | | 
: erree | | | | 
8./9.X.| 52,5 | 36,9 | 12'%a.m.! 2 | ap ag | | x. | a eae | | 
| | — 6% a.m. | | secaiadl sted | a Zeitweise bis 5 Uhr etwas unruhig, von 
| “B48 9 es ee eee eee eee Q is :  « : in 4 
| | Zz a.m. 6668 | 58,05. 3,16 80.0 $43 | 0,726 0,713 3 Uhr an bis 115* ziemlich ruhig, zum 
2 | --. i... a a emia wen | Teil schlafend. 
a | | /2414,7) 21,38 | 30,1 ° 0, 710, | 
ido} | | —_ a - — _— —_———— Se _ | | ae _- — _— a 
; | | 12° p.m. | , rs. | : : 
tx] | | 585 a 389 | 58,13 | 80,0 | 0,426 Im 2. Teil des Versuchs sehr unruhig, 
| | | 50 7" ee ; poe 352 a 4911 .- 718 heschleunigte krampfhafte Atmung, wirft 
9 p.m 6480 | 52,6) 19,0 "| 0,701 sich umher, Spannungen im Gesicht und 
| | '2418,8) 20,71 | 28,4 | 0.730, | ae Gee Seen 
| ] | | 
») r | AY Je?FT 43 | | | 
12. X.| 52,0 | 36,7 aan | 4908 | 23,34 | 33,1 | 0,705 | 
| ieee | : ” vat a ae wan | Liegt fast bewegungslos 
] 30 | So, o, ; | Jil } ‘ : = 
| 1” P.M. | gg98 | 42,641 | 61,0 | 0.699 still im Kasten 
6°? p.m. | 
| 2412.0, 16,53 | 23,7 0.697 
= 5. %.i & 36.8. 98; pe ee ; , ; ) 
- ea ae | 12 p a DdD69 27,96 .. | 40,0 — 0,699 ver Im ganzen sehr ruhig, hie und da 
. >| S44 od ete OIt . ° 
| oommaenates krampfhafte Bewegungen im Gesicht. 
| | | 2430.8 10,17 149 | 0,683 
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des Eiweifies noch 25,97 Kal. iibrig bleiben. Somit findet durch die Ver- 
brennung von Eiweif$ im Organismus der Hungernden eine Kalorien- 
produktion von 165,2 — 26,0 = 139,2 Kal. statt. 

Fiir diese Berechnungsart wird vorausgesetzt, dafs die Aceton- 
kGrper im Harn ausschlieflich durch mangelhafte Oxydation des Fettes 
entstehen. 

Bei dieser Annahme bin ich mir wohl bewuft, dafs die Méglich- 
keit vorhanden ist, daf$ ein Teil der Acetonkérper auch durch abnorme 
EiweiBverbrennung entstanden sein kann. Bewiesen ist das fiir den 
Organismus des Hungernden bisher allerdings noch nicht (vgl. tiber diese 
Frage v. Noorden ("%) 8. 529). 

Bei der Berechnung der Anteile von Kohlenhydraten (Glykogen) und 
Fetten am Stoffwechsel nahm ich die von Zuntz und Schumburg(*?) 
berechneten Zahlen, die fiir jeden Wert des Resp.-Quot. den zugehdrigen 
kalorischen Wert von 110,, sowie den prozentualen Anteil der Kohlen- 
hydrate und Fette an der Oxydation tabellarisch zusammengestellt haben. 

In den Fiillen, wo die von mir berechneten respiratorischen Quo- 
tienten in der 3. Dezimale von 0,707 differierten, habe ich diese Differenz 
unberiicksichtigt gelassen. 

Zuniichst mufs natiirlich der auf Verbrennung von Eiweifs entfallende 
Teil des O in Abzug gebracht werden. 

Fir den 15. X. O9 wiirde die Rechnung sich folgendermafsen 
vestalten: 

308,41 0, im ganzen, davon 29,7 | fiir EiweifS$ verbraucht. Zu 
den restierenden 278,7 | sind zu addieren 15,511 O,, die zur Oxydation 
der Acetonkérper nétig waren, = 294,21 O,. 

Da nach Zuntz-Schumburg der kalorische Faktor bei einem 
respiratorischen Quotienten von 0,707 4,686 ist, ware die ausschlieflich 
durch Oxydation von Fett entwickelte Warmemenge == 1378 Kal. 

Von diesem Wert ist zweimal in Abzug zu bringen der Kalorien- 
vehalt der im Harn ausgeschiedenen Acetonkérper 2 “ 64,27 Kal. (fii 
Oxybuttersiure) --- 2 &* 9,03 Kal. (fiir Aceton) — 146,06 Kal., so daf 
also durch Verbrennung von Fett dem Korper 1231,47 Kal. geliefert wurden. 

Die Kotkalorien, die, wie oben §. 24 erwihnt wurde, von mir 
nicht direkt bestimmt wurden, spielen im Hungerstoffwechsel keine Rolle. 
Wenn man mit Rubner taglich 2 g Trockenkot annimmt, so wiirde der 
Kaloriengehalt pro 24 Stunden 97 Kal. betragen. 

In gleicher Weise wurde die Rechnung fiir die iibrigen Hungertage 


durchgefiihrt. 


























Derivate von Aminosdauren. 


I. Mitteilung. 
1. Verbindungen mit Glycerin. 
Von 


Emil Abderhalden und Markus Guggenheim. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierirztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26, Januar 1910. 


Von den bei der totalen Hydrolyse der Proteine auf- 
tretenden Spaltprodukten ist bis jetzt im allgemeinen nur ein 
verhiltnismabig kleiner Teil isoliert und identifiziert worden. 
Ks unterliegt keinem Zweifel, dah dieser Umstand zum Teil auf 
die uns zur Verfiigung stehenden Methoden zuriickzufiihren ist. 
Wir besitzen nur fiir einige wenige Aminosiuren annihernd 
quantitative Methoden. Viele Beobachtungen sprechen jedoch 
dafiir, daB auber den bis jetzt aus Proteinen isolierten Amino- 
siiuren noch andere Bausteine an deren Aufbau beteiligt sind. 
Es fehlen uns zurzeit Methoden, um das Problem, mdglichst 
alle Bausteine der Proteine kennen zu lernen, mit Erfolg be- 
arbeiten zu kénnen. Als Beitrag zu dieser Fragestellung haben 
wir versucht, eine grOfere Anzahl von Verbindungen von Amino- 
siuren mit verschiedenartigen Komponenten der aliphatischen 
und aromatischen Reihe darzustellen. Wir hofften auf diesem 
Wege K6rper mit typischen Eigenschaften kennen zu lernen, die 
uns dann wegleitend bei der Untersuchung der Abbauprodukte 
der Proteine werden kOnnten. Vor allem interessierte uns das 
Verhalten derartiger Verbindungen bei der totalen Hydrolyse 
unter den beim Abbau der Proteine gewahlten Bedingungen. 

Die ganze Reihe der im folgenden mitgeteilten Versuche ist 
noch aus anderen Gesichtspunkten heraus in Angriff genommen 
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worden. Es ist wohl mdglich, daf in den Geweben des tierischen 
und pflanzlichen Organismus Verbindungen vorkommen, an deren 
Aufbau neben Vertretern der Fett- und Kohlenhydratreihe auch 
Aminosiiuren oder doch diesen nahestehende Verbindungen be- 
teiligt sind. Wir denken z. B. an die heterogene Klasse der 
Lipoide und speziell an die der Phosphatide. Auch hier 
kinnte die Kenntnis bestimmter, nach ihrer Struktur genau be- 
kannter Verbindungen der weiteren Forschung forderlich sein. 

Es sei gleich erwihnt, daB vorlaufig unsere Untersuchungen 
nicht zu dem Ziel gefiihrt haben, das wir anstrebten. Bei der 
folgenden Reihe von Versuchen verfolgten wir die Absicht, 
Glycerin und Glycerinphosphorséure mit Aminosiuren zu kom- 
binieren, und zwar einerseits esterartig mit dem Carboxyl und 
anderseits mit der Aminogruppe. Im ersteren Fall gingen wir 
zum Teil von den Halogenacylchloriden aus. Beim Versuch, 
die entstandenen Verbindungen zu amidieren, trat stets Spaltung 
ein, und wir erhielten das Amid der angewandten Siiure zuriick. 
Es sind noch andere Wege eingeschlagen worden, um das ge- 
steckte Ziel zu erreichen. Die Versuche seien im folgenden 
kurz skizziert. 


Darstellung von Kondensationsprodukten aus Glycerin und 
Aminosauren. 


Vorversuche. 


1. In analoger Weise wie bei der Veresterung der Amino- 
siuren mit den einwertigen Alkoholen wurde Glykokoll mit der 
berechneten Menge Glycerin erhitzt und gleichzeitig trockenes 
Salzsiuregas eingeleitet. Bei 185° (Glycerinbad) lést sich das 
Glykokoll unter lebhaftem Aufschaéumen und Braunfarbung. Das 
Reaktionsprodukt ist eine zihe durchsichtige Masse, von brauner, 
griinlich fluorescierender Farbe, die in Wasser und Alkohol 
leichtlislich, in Ather unléslich ist. Das erwartete Triglyeyl- 
glycerin sollte iiber das Phosphorwolframat gewonnen werden. 
Nach der Zersetzung des in verdiinnter L6sung mit Phosphor- 


wolframsiure reichlich ausfallenden Niederschlages mit Baryt 


wurde nur Glykokoll erhalten. 
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Durch die Verwendung des Baryts war eine Verseifung 
des eventuell gebildeten Esters nicht ausgeschlossen. Deshalb 
wurde ein in ahnlicher Weise bei 185° erhaltenes Reaktions- 
produkt aus Tyrosin und Glycerin und Salzsauregas folgender- 
mafen aufgearbeitet. Die opake glasige Masse wurde in ab- 
<olutem Alkohol gelést, der Salzsiiuregehalt der LOsung bestimmt 
und mit der berechneten Menge Natriumalkoholat als Kochsalz 
abgeschieden. Gileichzeitig fiel Tyrosin aus. Die alkoholische 
Mutterlauge enthielt eine geringe Menge eines hygroskopischen 
Produktes, das Natrium enthielt, Millons Reaktion gab und 
wahrscheinlich Tyrosinnatrium war. 

2. Es wurde versucht, Glycerinschwefelsiure mit Glykokoll 
zur Reaktion zu bringen, in Analogie zu A. Grins!) Konden- 
sationen von Glycerinschwefelsdure mit Fettsiuren. 

Erhitzen der Komponenten auf verschiedene Temperaturen, 
60°, 70°, 80 und 100°, bewirkte keine Reaktion im gewiinschten 
Sinne. Nach Entfernung der Schwefelsiure mit Baryt konnte 
Glvkokoll wieder gewonnen werden. 

3. Es wurde versucht, die Silbersalze der Aminosiuren 
(Ag-Glykokoll, Ag-Alanin) mit den Monohalogenhydrinen (Mono- 
chlorhydrin, Monojodhydrin, Siedepunkt 0,3 mm 94°) zur Um- 
setzung zu bringen. Diese tritt beim Erhitzen in Benzol oder 
Alkoholsuspension nicht ein. Beim Erhitzen der Komponenten 
ohne Lésungsmittel im geschlossenen Rohr auf 100° schwiirat 
sich das Reaktionsprodukt. Ein Kondensationsprodukt konnte 
nicht isoliert werden. 

4. Durch Erhitzen von Glycerin mit den Halogenacyl- 
chloriden sollten Halogenacylglycerine dargestellt werden, die 


') Ad. Griin, Beitrag zur Synthese der Fette. Vorlaufige Mittei- 
ung. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXVIII (1905), S. 2284—87; 
Ad. Griin und E. Theimer, Zur Synthese der Fette. II. Mitteilung: Un- 
symmetrische Glyceride und deren Abbau. Ber. d. Deutsch. chem Ges., 
id. XL (1907), S. 1792—1801: Ad. Griin und P. Schacht, Zur Synthese 
der Fette. I. Mittellung: Symmetrische Glyceride. Ber. d. Deutsch. chem. 
Ges, Bd. XL, 8. 1778—9S Ad. Griin und A. von Skopnik, Synthese 
der dreifach gemischten Glyceride. (3. Mitteilung iiber die Synthese der 
rette. Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLII [1900], S. 3750—59.) 
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durch nachherige Amidierung in die entsprechenden Amino- 
siiurederivate tibergefiihrt werden sollten. Wurde Glycerin mit 
Chloracetylchlorid in Benzoll6sung oder direkt auf 80—100° er- 
hitzt, so entstand ein bei 15 mm zwischen 200 und 250° siedendes 
Reaktionsprodukt. Dieses war wahrscheinlich nicht einheitlich 
und enthielt ein Gemenge verschiedener Reaktionsprodukte. 
Um einheitliche Reaktionsprodukte zu erhalten, wurden nach 
dem Verfahren von Ad. Griin (I. c.) Bromisovaleriansiure und 
Glycerinschwefelséure in Reaktion gebracht. Man gelangt so zum 


Bis-bromisovalerylglycerin. 
CH,O(OC - C,H,Br) - HC. OH - CH,O(OC - C,H,Br). 


18,2 g Bromisovaleriansiiure (2 Aquivalente) wurden in 
27 ccm konzentrierter H,SO, (1,84) gelést und in eine Lisung 
von 4,5 g Glycerin (1 Aquivalent) in 18,4 g H,SO, eingegossen 
und auf 70—80° erwirmt. Das braungefiirbte Reaktionsprodukt 
wurde in 500 cem absolutem Ather aufgenommen und auf 200 ¢ 
gepulverte krystallisierte Soda gegossen. Die itherische Losung 
wurde mehrmals mit gesiittigter Sodalésung, dann mit Wasser 
gewaschen, getrocknet und eingedampft. Es hinterblieben 6 bis 
8 ¢ eines briiunlich gefiirbten Oles. Dieses wurde im Vakuum 
bei 0,3 mm Druck und 185—200° destilliert. Farbloses, bitter- 
schmeckendes, ziihfliissiges Ol. Leicht léslich in Alkohol, Ather, 
Benzol usw., unldslich in Wasser, kalter wasseriger Kalilauge 
und verdiinnter Schwefelséure. In wisseriger Lauge lést es 
sich beim Erwirmen. In konzentrierter Schwefelsiiure sublimiert 
beim Erwarmen Bromisovaleriansaure. 


Analysen: 
0.1558 g Substanz gaben 0,1407 g AgBr. 
0,1806 » » » 0,0974 » H,O und 0,2413 2 CO,,. 
Berechnet fiir C,,H,,Br,0, (420): Gefunden: 
Br 38,09 °/o 38,43 °/y 
C 37,14 % 36,39 %/ 
H 5,71 % 6.03 %o. 


Die Amidierung der Halogenacylderivate, die mit wasserigem, 
alkoholischem und fliissigem Ammoniak vorgenommen wurde, 
fiihrte nicht zum gewiinschten Ziel, indem durch das Ammoniak 
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sofort Losung der iitherartigen Bindung und Bildung von Halogen- 
acylamiden erfolgte. So wurde im einen Falle Chloracetylamid, 
im andern Fall Bromisovalerylamid (Schmelzpunkt 130°) isoliert. 
Bei lingerem Stehen der ammoniakalischen Lésung veriindern 
sich die Amide weiter, indem wahrscheinlich die a-sténdigen 
Halogenatome substituiert werden. 

5. Da der Umweg tiber die Halogenacylderivate aus- 
sichtslos erschien, wurde versucht, das Aminosiiurechlorid direkt 
mit Glycerin zu kuppeln. Um ein méglichst einheitliches Mono- 
derivat zu erhalten, wurde Glycerinnatrium mit Glycylchlorid 
in Chloroformlésung erhitzt. Es konnte keine merkliche Reak- 
tion beobachtet werden; das gewiinschte Kondensationsprodukt 
wurde nicht erhalten. Da die Ursache des Miblingens in den 
ungtinstigen Loslichkeitsverhiiltnissen vermutet wurde, wurde ein 
giinstigeres Resultat von der Kondensation des Glycylchlorids 
mit dem von Ad. Griin dargestellten Dipalmitin 

C,H, COOCH, . CHOH - CHO - OC. C,.H,, 

erwartet. Das (6,26 g) Dipalmitin wurde in absolut trockenem 
Chloroform gelost, 2 Molekiile feingepulvertes Glycylchlorid zu- 
gegeben und auf 60°, bis zum Aufhéren der HCl-Entwicklung, 
erwarmt. Die L6sung wurde mit verdiinnter Soda gewaschen, 
getrocknet und eingedampft. Nach 2 maligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol enthielt das Produkt nur Spuren von Stickstoff und 
zeigte den Schmelzpunkt des Dipalmitins. 

Dasselbe negative Resultat wurde erhalten, als das feinge- 
pulverte Glycylchlorid in das geschmolzene Dipalmitin eingetragen 
wurde. Hingegen gelang es sehr leicht, Dipalmitin und Bromiso- 
valerylbromid in dieser Weise zu kuppeln und so zum 


Dipalmityl-Bromisovalerylglycerin 
(C,,H, ,CO)OCH, - CHO(OC . C,,H,Br) - CH,O - (COC,.H,,) 


zu gelangen. Dipalmitin wurde mit iiberschiissigem Bromiso- 
valerylbromid auf dem Wasserbad bis zum Aufhoren der Salz- 
siureentwicklung erwiirmt. Das Reaktionsprodukt wurde nach 
dem Erkalten in Ather aufgenommen, und die Lisung mehrmals 
mit gesittigter Sodalésung durchgeschiittelt, mit Wasser ge- 
waschen und mit entwiissertem Natriumsulfat getrocknet. Der 
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Riickstand der iitherischen LOsung wurde einmal aus heiliem 
Alkohol umkrystallisiert und zur Analyse bei 50° tiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. (Die Substanz schmilzt dabei.) Aus 
Alkohol krystallisiert das Produkt in Drusen mikroskopischer 
Naédelchen, die bei 51° zu einer triben Fliissigkeit schmelzen, 
die bei 60° klar wird. Wenig léslich in kaltem, leicht léslich in 
heifem Alkohol, leicht léslich in Ather und Essigither. Acrolein- 
reaktion positiv. 


Analysen. 
0.4006 g gaben 0.1119 g BraAg. 
Berechnet fiir C,,H,,0,Br: Gefunden: 
Br = 11,40 Jo Br = 11,8990. 

Ks sind noch Versuche im Gange, um das von Gabriel’) 
dargestellte Diaminohydrin NH, - CH, - CH(OH) - CH, - NH, mit 
Chloracetylchlorid resp. Glycylchlorid zu kuppeln. 

Mehr Erfolg als die beiden besprochenen Versuche hatte 
die Darstellung von Glycerinderivaten des Tyrosins, bei 
denen das Phenolhydroxyl des Tyrosins mit den Hydroxyl- 
gruppen des Glycerins iitherartig gebunden ist. Wir haben das 
Glycerinmonotyrosin: C,H,,O,N - CH, - CH - OH + CH,OH in 
reinem Zustande gewonnen und ferner auch die Kondensations- 
produkte aus Tyrosinnatrium und Di- resp. Trichlorhydrin dar- 
gestellt, in der Absicht Glycerin-di- und -trityrosin zu gewinnen. 
Die beiden letzteren wurden durch Erhitzen von Di- resp. Tri- 
chlorhydrin und Natriumtyrosinat in der gleichen Weise ge- 
wonnen, wie das unten eingehender beschriebene Glycerinmono- 
tvrosin. Die grofbe Schwerléslichkeit dieser KOrper erschwert 
ihre Reinigung auferordentlich. 

Bemerkt sei noch, daB Tyrosinase das Glycerinmonotyrosin 
angreift. Nach einigem Stehen tritt Rotfirbung auf. Nach 
einiger Zeit erfolgt Abscheidung schwarzer Flocken. Die Reak- 
tion erfolgt viel langsamer, als bei Verwendung von Tyrosin. 
Versuche, mit Ricinuslipase und mit Hefeprefsaft eine Hydro- 
lyse herbeizufiihren, hatten keinen Erfolg. 


‘') Gabriel, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XXII, S. 225, 1889. 
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Glycerinmonotyrosinather. 


——— 0 ois 
CH-OH 
/ CH,OH 


CH, - CH(NH,)- COOH, 

In eine Lésung von 2,3 g Natrium (2 Aquivalente) in 100 ccm 
absolutem Alkohol werden 9 g feingepulvertes Tyrosin (1 Aqv.) 
in kleinen Portionen unter Erwiirmen eingetragen. Das Tyrosin 
ljst sich ziemlich leicht. Die Lésung wird dabei zuerst roétlich- 
violett, zuletzt braun. Nach dem Erkalten wird die Loésung 
unter Umriihren in 600 cem absoluten, iiber Natrium getrockneten 
Ather eingegossen, wobei sich das Natriumtyrosinat als pul- 
verige, sehr hygroskopische Masse abscheidet. Diese wird rasch 
liltriert und mit absolutem Ather gewaschen, dann in 150 cem 
Alkohol mit 15 g o-Monochlorhydrin (etwas mehr als 1 Aqui- 
valent) 2 Stunden am Riickflubkiihler gekocht. Aus der zuerst 
klaren Loésung scheidet sich beim Erwiirmen Kochsalz ab. 
Nach beendeter Reaktion wird die alkoholische LOsung im Va- 
kuum eingedampft. Es hinterbleibt ein dicker Sirup, der beim An- 
siiuern mit verdiinnter Essigsiiure zu einem Krystallbrei erstarrt. 
Die abgesaugten Krystalle werden mit verdiinntem Alkohol, 
absolutem Alkohol und Ather gewaschen und aus wenig heibem 
Wasser umkrystallisiert. Farblose Nadeln. briiunen sich bei 
235° und schmelzen bei 245° (unkorr.) unter Zersetzung. In 
kaltem Wasser ziemlich léslich, unléslich in Alkohol, Ather usw., 
leicht l6slich in heiBem Wasser, verdiinnten Séuren und Alkalien. 

Millons Reaktion positiv: sie erfolgt in der Kiilte erst 
nach einiger Zeit. In wéasseriger LOsung ist die Substanz 
optisch inaktiv. 

1 g Glycerinmonotyrosinéther wurde 6 Stunden mit 
rauchender Salzsiiure gekocht. Die L6ésung firbte sich dabei 
braéunlich. Die zur Trockne verdampfte L6ésung hinterlieb eine 
braune, harzige Masse. Sie wurde mit 10 cem n-NaOH  ver- 
setzt, dann mit Essigséure angesiiuert, zur Trockne gedampft 
und mit Alkohol extrahiert. Der Riickstand (0,71 g) war un- 
verindertes Ausgangsmaterial. 
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Analysen: 


0.1724 g Substanz gaben 0,3571 g CO, und 0,1065 g H,0O. 


0,1660 » : brauchten nach Kjeldahl 6.2 cem '/1o-n- H,SO,. 
C H N 
Berechnet fiir C,,H,,O0,N (252): 56,62 6,75 5,55 
Gefunden: 56,49 6,91 5,24 





Glycerinmonotyrosinathylesterchlorhydrat. 1 ¢ 
Glycerinmonotyrosiniither wurde mit der 5fachen Menge ab- 

r solutem Alkohol tibergossen und ein Salzsiiurestrom eingeleitet, 
wobei die Substanz in Loésung ging. Beim Eindampfen im 

Vakuum hinterblieb ein dicker Sirup, der beim Zerreiben mit 

Ather und bei mehrwéchentlichem Stehen iiber konzentrierter 

Schwefelsiiure nicht fest wurde. Das Produkt wurde nicht 


weiter untersucht. 
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Il. Mitteilung. 


2. Verbindungen mit Fettsauren. 
Von 
Emil Abderhalden und Casimir Funk. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Januar 1910.) 


Bei der Darstellung von Verbindungen, die aus Amino- 
siiuren und Fettsiuren bestehen, bedienten wir uns der gleichen 
Methoden, wie sie von Emil Fischer fiir die Bildung von 
Polypeptiden angewandt worden sind; wir verwendeten nur 
an Stelle der Halogenacylchloride die halogenfreien Fettsaure- 
chloride. Denselben Weg haben Bondi’) und seine Mitarbeiter 
zur Darstellung derartiger Produkte eingeschlagen. Es erfolgt 
Kuppelung des Carboxyls der Fettsiiure mit der Aminogruppe 
der Aminosaure: 


Derartige Verbindungen sind von Bondi als Lipopeptide 
bezeichnet worden. Sie sollten ihm als Ausgangspunkt zu 
Studien tiber Fett-Kiweifverbindungen dienen. Es ist fraglich, 
ob auf diesem Wege ein Einblick in das Verhalten von Kom- 
binationen von Fett- und Eiweifstoffen resp. von Verbindungen 
zwischen Bausteinen dieser K6rperklasse gewonnen werden 

') S. Bondi, Uber Lipoproteide und die Deutung der degenerativen 
Zellverfettung. II. Lipopeptide, ihre Bedeutung, Synthese und Eigen- 
schaften (Lauryl-glycin und Laurylalanin). Biochem. Zeitschr., Bd. XVI, 
». 543, 1909. S. Bondi und Th. Frankl: Ill. Synthese von Palmity!- 
glycin und Palmitylalanin. Ebenda, Bd. XVII, S. 553, 1909, und IV. Uber 
das Verhalten von Lipopeptiden gegeniiber Fetten. Ebenda, S. 555. 
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kann. Die von Bondi und, wie unten mitgeteilt, auch von 
uns dargestellten Verbindungen haben nicht, wie der Name 
Lipopeptid vermuten lassen konnte, direkte Beziehungen zu 
den Polypeptiden. Wir haben vielmehr Verbindungen vor uns, 
die in einem wesentlichen Punkt sich von der genannten 
Gruppe von Verbindungen unterscheiden. Sie besitzen niimlich 
im Gegensatz zu den Polypeptiden keine freie Aminogruppe. 
Um Mifverstindnissen vorzubeugen, wire es witinschenswert, 
den Namen Lipopeptid ganz fallen zu lassen oder ihn fiir 
Verbindungen zwischen Fettsiuren und Aminosduren zu ver- 
wenden, welche eine freie Aminogruppe besitzen. Unsere Ab- 
sicht war urspriinglich, Verbindungen vom letzteren Typus 
darzustellen. Alle unsere Bemiihungen nach dieser Richtung 
waren bisher ohne Erfolg. Bei dieser Gelegenheit hatten wir 
eine Anzahl von Kuppelungen von Fettsiurechloriden mit 
Aminosiéuren ausgefiihrt und die entstandenen Verbindungen 
genauer untersucht. Wir teilen die gefundenen Ergebnisse im 
Anschlusse an die analogen Untersuchungen von Bondi und 
seinen Mitarbeitern mit. Bemerkt sei noch, dai es sehr schwierig 
ist, speziell die Verbindungen von Fettsiéuren und Tyrosin in 
vollig reinem Zustande zu erhalten. Bei der totalen Hydrolyse 
von «<analysenreinen» Substanzen mit sehr gut stimmenden 
Analysenzahlen fanden wir wiederholt zu hohe Werte fiir Tyrosin. 
Um festzustellen, ob derartige Kombinationen von Fettsaéuren 
und Aminoséiuren im Organismus gespalten werden, haben wir 
Tyrosinfettsiiureverbindungen an einen Alkaptonuriker  ver- 
fiittert und das Verhalten der Homogentisinsiiure verfolgt. Uber 
das Resultat dieser Untersuchung soll spiiter berichtet werden. 


Palmityl-glycin. 
CH,(CH,),,G0 - NH - CH, - COOH. 


1. Darstellung aus Glykokoll und Palmitinchlorid: 


5g Glykokoll wurden in 66 ccm n-Natronlauge gelést und 
abwechselnd 15 g Palmitinchlorid und 66 ccm n-Natronlauge 
in kleinen Portionen unter lebhaftem Umschiitteln zugefigt. 
Nach Beendigung der Reaktion wurde von ausgeschiedenen 

















Derivate von Aminosiiuren. II. 3 


Produkten abfiltriert, das Filtrat ausgedathert und die wiisserige, 
alkalische Lésung nach Abtrennung des Athers  abfiltriert. 
Nach dem Ansiiuern mit n-Salzséure schied sich ein flockiger 
Niedersehlag ab. Er wurde abgesaugt, mit wenig Alkohol und 
Ather gewaschen und aus heifem Alkohol umkrystallisiert. Beim 
Abkiihlen schied sich Palmityl-glycin in Form von zu Biischeln 
vereinigten feinen Nadeln ab. Ausbeute an Rohprodukt 15 g, 
an reinem Produkt 10g. Sintert bei 119°, schmilzt bei 123° 
(unkorr.) = 125° (korr.). Unloslich in Wasser, ziemlich schwer 
in kaltem, leichter in heiSem Alkohol lislich, unléslich in Ather. 
0,1496 g Substanz gaben 0,3789 g CO, und 0.1488 ¢ H,0. 


0.1549 » > 6 ccm N (21°, 758 mm). 
Berechnet fiir C,,H,,0,N (313): 69,01 °/o C, 11,18°0 H, 449% N. 
Gefunden: 39,08 90 C, 11,05°o H, 4,47 %o N. 


2. Darstellung aus Glykokollathylester und Palmitin- 
chlorid: 


Palmityl-glycinathylester CH,(CH,),,CO—NH—CH,— COOC,H.. 


1,5 g Glykokollester, gelést in 40 ccm trockenen Chloro- 
forms, wurden mit 2,8 g Palmitinchlorid geschiittelt. Das Chloro- 
form wurde abgedunstet, das Reaktionsprodukt mit Wasser 
gewaschen und aus Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 1,2 ¢. 
Nadelchen. Schmelzpunkt 80O— 85°. Loslich in Alkohol, unloslich 
in Ather. 

0,2472 ¢ Substanz verbrauchten 7,9 cem ®/10-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,,H,,OgsN == 341: 4,1 °o N. 


7 


Gefunden: 447°) N. 


0,8 ¢ der Substanz wurden mit 20 ccm n-Natronlauge 
durch Erwérmen verseift. Es findet keine vollstindige Losung 
statt, ein geringer Teil bleibt ungelést. Das Filtrat, eine seifen- 
artige Fliissigkeit, wurde mit Salzsiure angesiiuert. Das aus- 
geschiedene Produkt wurde abfiltriert und mit Alkohol und 
Ather gewaschen. Sintert bei 118—119°; klare Schmelze bei 
123—124°. Mit nach der ersten Art gewonnenem Palmityl- 
glycin gemischt, bleibt der Schmelzpunkt unveriindert. 

0,2466 g Substanz brauchten 8,05 cem /10-H,SO,. 


Berechnet: 4.49°%/o N. Gefunden: 4,55 °%o N. 
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Palmityl-d-alanin. 
CH,(CH,),,CO » NH - CH(CH, )}COOH. 

3,2 g d-Alanin, gelost in 36 ccm n-Natronlauge, und 10 g 
Palmitinchlorid und 36,4 ccm n-Natronlauge. Die Lésung wurde 
mit Salzsiiure angeséuert, das ausfallende Produkt abgenutscht 
(Ausbeute 12 g) und aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. 
Ausbeute an reiner Substanz 7,3 g. Nadeln. Sintert bei 105°, 
schmilzt bei 110°. In kaltem Alkohol schwer, in heifem leicht 
léslich. In Ather schwer léslich. Leicht léslich in heifem 
Aceton und in Chloroform. 

0.1690 g Substanz gaben 0.4056 g CO, und 0,1623 g H,O. 

0.2902 » verbrauchten 9,2 ccm "/10-H,SO,. 

Berechnet fiir C,,H,-0O,N (327): 69,72 %o C, 11,31°/o H, 4,28 °%/o N. 
Gefunden: 9,13 % C, 11,27% H, 443% N. 

0,2090 g Substanz drehten in 1,82°/oiger absolut al- 
koholischer Lésung im 2 dm-Rohr — 0,17 g (Gesamtgewicht 
der Losung 11,4290 g, spez. Gew. 0,78) [a}on0 = — 9,98", 


Mono-palmityl-l-tyrosin. 


CH,(CH,),,CO « NH- CH- CH, DOH. 


COOH 

¢,.9 g¢ Tyrosinesterchlorhydrat wurden mit 20 ccm n-Natron- 
lauge versetzt und der freie Ester mit Chloroform extrahiert. 
Die Lésung wurde iiber Natriumsulfat getrocknet und mit 5,2 g 
Palmitinchlorid gekuppelt. Wahrend der Reaktion schied sich etwas 
Tyrosinesterchlorhydrat ab, das abfiltriert wurde. Das Filtrat 
davon wurde im Vakuum zur Trockne eingedampft, der Riick- 
stand, ein Ol, erstarrte bald darauf. Das Produkt wurde nun 
zur Entfernung von Tyrosinesterchlorhydrat mit Wasser, dann 
mit n-Natronlauge in einer Reibschale zerrieben. Die erhaltene 
Losung erwiirmten wir, filtrierten dann und séuerten das Filtrat 
mit Salzsiure an. Rohprodukt 7 g. Es wurde zweimal aus 
Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute an reiner Substanz 3,7 g. 
Blittehen. Sintert bei 120°, schmilzt bei 133°. In kaltem 
Alkohol schwer léslich, in warmem leicht léslich, in Ather 
und Chloroform unldslich, dagegen in Aceton leicht léslicn. 
Millon positiv. 
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0.1324 ¢ Substanz lieferten 0.3435 ¢ CO, und 0,1197 g H,O. 


0.2542 » > verbrauchten 5,9 ecm /10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N (419): 71,59 °%/o C, 9,76°/o H, 3,34°/o N. 
Gefunden: 70,75 °jo C, 10,04 °/o H, 3,24°/o N. 


0,2201 g Substanz drehten in 1,79°/oiger absolut alkoho- 
‘ischer Losung bei Natriumlicht im 2 dm-Rohr -+- 0,68.  (Ge- 


-amtgewicht der LOsung 12,2571, spezifisches Gewicht 0,78.) 


21) 0 


af’ = + 24,38. 


2g Substanz wurden durch b6stiindiges Kochen mit kon- 
zentrierter Salzsiure am Rickflubktihler gespalten. Die aus- 
-eschiedene Palmitinsiiure wurde abfiltriert. 1,15 g, Schmelz- 
punkt 62°. Das Filtrat wurde im Vakuum zur Trockene ein- 
veengt. Es verblieben 0,8 g Tyrosinchlorhydrat. Dasselbe wurde 
in absolut alkoholischer LOsung mit gasfOrmiger Salzsiure ver- 
estert, die LOsung eingeengt und der Riickstand mit Essigiéther 
ausgekocht. Aus der Losung schieden sich Nadeln aus, die aus 
Yyrosinesterchlorhydrat bestanden. 1,02 g, Schmelzpunkt 166°. 

erechnet 1,22 g Palmitinséure und 1,16 g Tyrosinester- 
chlorhydrat. 


Palmitylather des Palmityl-l-tyrosins. 


O(CO - C,,H,,) 
sc 


Ps 


es 
CH, - CH - COOH 
| 
NH(CO - C,;H,,). 


Aus 10 g |-Tyrosin, in 110,4 cem n-Natronlauge gelost, 
und 15 g Palmitinchlorid und 54,6 ccm n-Natronlauge ge- 
wonnen. Das nach dem Ansduern ausgefailene Produkt wurde 
aus absolutem Alkoho] umkrystallisiert. Ausbeute 11g. Nadeln, 
die keine Rotfiirbung mit Millons Reagens geben. Sintert bei 
87°, schmilzt bei 95--96° (unkorr.). In Wasser unldslich, in 
kaltem Alkohol schwer, in heifem leichtléslich (ca. 20°/o). 

0,1697 g Substanz lieferten 0,4626 g CO, und 0,1675 g H,0. 


0.2680 » > verbrauchten 4,2 ccm ®/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,,H;,0;N (657): 74,88 °/o C, 10,80 °/o H, 2,13 °%/o N. 
Gefunden: 74,34 °Jo C, 10,96 °/o H, 2,19 °%/o N. 
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0,2106 g Substanz in 1,72°/oiger absolut alkoholischer 
Lésung drehten bei Natriumlicht im 2 dm-Rohr -{- 0,41°. (Ge- 
samtgewicht der Lésung 12,2038, spezifisches Gewicht 0,78.) 


290 


fa” = + 15,28°. 


Palmitylather des Palmityl-3-5-dijod-l-tyrosins. 
O(CO - C, Hg, ) 
Jn 


Joy 


™\, 


CH, - CH- COOH 
| 
NH(CO - C,.H,,). 


Darstellung wie beim Palmityliither des Palmityl-l-tyrosins. 
Mikroskopische Niadelchen aus Eisessig, aus Alkohol in nicht 
definierbaren Krystallaggregaten. Sintert bei 50°, schmilzt bei 

55°, klare Schmelze erst bei 62°. Wenig léslich in kaltem 

Alkohol und Eisessig, Essigiither, Ather, in allen diesen Lisungs- 
mitteln in der Wiirme léslich. Sehr wenig léslich in Wasser 
und Petrolaéther, wenig léslich in verdiinnter Natronlauge und 
Salzsiure. 

0.2904 g Substanz gaben 0,1490 g AgJ. 

0.3120 » . verbrauchten 3,9 cem ®/10-H,SO,. 

Berechnet fiir C,,H,,O,NJ, (909): 1,54°/o N, 27,94°%o J 

Gefunden: 1,74°%o N, 27,5 %%/o J. 

Das optische Verhalten konnte wegen der bei Zimmer- 
temperatur zu geringen Léslichkeit des Préparates nicht be- 
stimmt werden. 


oe 
= 
f 


Stearyl-glycin. 
(,,H,, -CO- NH: CH, - COOH. 


Aus 2,4 g Glykokoll, in 32 eem n-Natronlauge gelést, durch 
Kuppeln mit 10 g Stearinchlorid und 33 ccm n-Natronlauge 
dargestellt. Die L6sung wurde angesduert und das ausfallende 
Produkt 2mal aus absolutem Alkohol umkrystallisiert. Aus- 
beute 9g. Blittchen. Sintert bei 145°, schmilzt bei 155° 
(unkorr.). In Wasser unléslich, in kaltem Alkohol und Athe: 
schwerloslich, in heiBem Alkohol ca. zu 15°/o ldéslich. 
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0,1644 g Substanz lieferten 0.4211 g CO, und 0,1672 ¢ H,O. 


0,2513 » > verbrauchten 7,2 ccm 1/10-H,SQ,. 
Berechnet fiir C,,H,,O,N (841): 70.38% 0 C, 11.43°%o H, 4,1 %o N. 
Gefunden: 69,85 °jo C, 11,80° 0 H, 4,01°%o N. 


2 g Substanz wurden durch 6stiindiges Kochen mit 20 cem 
konzentrierter Salzsiiure gespalten. Die ausgeschiedene Stearin- 
siure wurde abfiltriert und getrocknet. 1,62 g. Schmelzpunkt 
71°. Das Filtrat wurde im Vakuum eingeengt, mit absolutem 
Alkohol tibergossen und verestert. 0,78 g Glykokollesterchlor- 
hydrat. Schmelzpunkt 142°. Berechnet 0,44 ¢ Glykokoll und 
1,66 g Stearinsaure. 


Stearyl-d-alanin. 
(:,,H,,CO - NH + CH(CH,)- COOH. 


Aus 1,8 g d-Alanin und 6 g Stearinchlorid. Ausbeute 3,8 g. 
Nadeln aus heifiem Alkohol. Unldslich in Wasser. Wenig lés- 
lich in Ather, Natronlauge, Essigiither, léslich in kaltem Alkohol 
leicht loslich in heifem Alkohol und Essigather. Schmelzpunkt 
105—108 °. 

I. 0.1650 g Substanz lieferten 0.4305 g CO, und 0,1693 ¢ H,O. 

Il. O,1800 » . » 5,4 ecm N (20°, 766 mm), 

lil. O,4218 » > verbrauchten 10,95 cem ®/10-H,SO,. 

Berechnet fiir C,,H,,O,N (355): 70,98 °%/o C, 11,55°/o H, 3,949 0 N. 
Gefunden: |. 71,16°o C, 11,42 °o H, H. 3,52°/o, III. 3,63 %o N. 
Q,2924 g Substanz drehten in Alkohol gelost, im 2 dm-Rohr 

—(Q,14°. Gesamtgewicht der LOsung 15,174g. (Spez. Gew. 0,79.) 
ate 4ARO 
\A}n — ny 4 Jed . 
Stearylather des Stearyl-l-tyrosins 
O(CO - C,,H,,) 


CH, - CH - COOH 
| 
NH - (CO - C,-H,,). 


Aus 5,4 g |-Tyrosin, gelést in 60 ccm n-Natronlauge, durch 
Kuppeln mit 18,2 g Stearinchlorid und 60 ccm n-Natronlauge 
gewonnen. Das Reaktionsprodukt scheidet sich als dicker, 
weifer Krystallbrei aus. 2mal aus Alkohol umkrystallisiert. 


n* 
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Ausbeute 16 g. Aus Alkohol und Eisessig feine Nadeln. Reak- 
tion mit Millons Reagens negativ. Beginnt bei 88° zu sintern, 
bei 98° triibe, bei 108° (unkorr.) klare Schmelze. Unldéslich 
in Wasser, in Ather und kaltem Alkohol, Eisessig, Methyl- 
alkohol wenig léslich, in heiBem Alkohol und Eisessig leicht 
lOslich. 
0.1605 g Substanz lieferten 0,4360 g CO, und 0,1642 g H,O. 
0.3305 » > verbrauchten 3,90 com 4/10-H,SO,. 
Berechnet fiir C,,H,,0,N (713,6): 73,87° 0 C, 11,07°/o H, 1,96°%o N, 
Gefunden: 74,09 %o C, 11,44°%o H, 1,63 °%0 N. 
Wir haben ferner Palmityl-dl-phenylalanin, Palmityl-dl- 
leucin, Stearyl-d-glutaminsiure, Palmityl-cystin, Palmityl-l-tryp- 
tophan dargestellt und zur Kuppelung auch einige Chloride der 
niederen Fettsiuren benutzt. In Riicksicht auf die Unter- 
suchungen von Bondi haben wir unsere Versuche abgebrochen 
und diese Korper nicht weiter untersucht. Wir werden auf 
anderem Wege versuchen, Verbindungen mit Fettsiuren zu 
erhalten, die freie Aminogruppen besitzen. 








Derivate von Aminosauren. 
III. Mitteilung. 
3. Verbindungen mit Cholesterin. 


Von 
Emil Abderhalden und Karl Kautzsch. 


(Aus dem physiologischen Insitute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Januar 1910.) 


Wir haben von den gleichen Problemen ausgehend, wie 
wir sie in der |. Mitteilung geschildert haben, auch das Chol- 
esterin in den Kreis unserer Untersuchung gezogen. Beim Ver- 
suche, Aminosiiuren esterartig mit Cholesterin zu kuppeln, haben 
wir zwei Wege eingeschlagen. Einmal gingen wir von Chol- 
esterin und den Halogenacylechloriden aus und versuchten das 
entstandene Halogenacylcholesterin zu amidieren. Diese Ver- 
suche waren nicht erfolgreich. Wir erhielten stets Verseifung. 
Das Cholesterin konnte wieder gewonnen werden. Der Ver- 
such, an Stelle von wiisserigem resp. alkoholischem Ammo- 
niak die Amidierung im geschlossenen Rohr mit fliissigem Am- 
moniak vorzunehmen, fiilrte ebenfalls nicht zum gewiinschten 
Resultate. Dargestellt wurden Chloracetyl-cholesterin, Bromiso- 
valeryl-cholesterin und bromisocapronyl-cholesterin. Kingehend 
untersucht haben wir nur das Bromisovaleryl-cholesterin. 

Einen besseren Erfolg hatte die Kuppelung von Chol- 
esterin mit Glycylchlorid. Es gelang uns, Glycylcholesterin 
in guten Ausbeuten zu gewinnen. 

Im Anschluf an diese Untersuchung haben wir auch 
einige Versuche mit Brenzkatechin, Resorcin und Pyrrogallol 
ausgefiihrt. Wir kuppelten diese drei Phenole mit Chloracetyl- 
chlorid. Es gelang auch hier nicht, die entstandenen Chlor- 
acetylderivate durch Einwirkung von Ammoniak in die ent- 
sprechenden Glycylverbindungen tiberzufiihren. Es trat regel- 
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mébig Verseifung und Bildung von Chloracetamid und Phenol 
ein. Der Versuch, direkt Glycylchlorid zu verwenden, fiihrte 
auch nicht zu den gewiinschten Verbindungen. ') 

Wir haben endlich noch einige Derivate des Cholesterins 
mit Fettsiiurechloriden dargestellt. 


Experimenteller Teil. 
u-Bromisovaleryl-cholesterin, C,H,BrO - OC,.H,,. 


8 g Cholesterin, in 35 ccm Chloroform gelést, werden 
unter Erhitzen auf dem Wasserbade portionenweise mit 6,5 g 
(reichlich 1 Mol.) a-Bromisovalerylbromid versetzt. Es tritt 
bald reichliche Bromwasserstoffentwicklung ein. Nach !/2sttin- 
digem Erhitzen wird das mehrfache Volumen Methylalkohol zu- 
gesetzt, wobei zuniichst eine schmierige Fillung entsteht, die 
nach wenigen Minuten in einen weifen flockigen Niederschlag 
iibergeht. Das Produkt wird im Vakuumexsikkator getrocknet. 

Ausbeute 9 g. 

Durch Umkrystallisieren aus Essigester und aus Alkohol 
wird die Substanz gereinigt. Sie schmilzt dann bei 134/135 ° 
(korr. 134,2 135,2°), nachdem von 130° an Erweichung ein- 
getreten ist. 

0.1304 g Substanz gaben 03351 g CO, und 0.1157 g H,O. 


Berechnet fiir C,H,BrO - C,;H,,0: Gefunden: 
CG = 70,20% 70,09 "Jo 
i= O20") 9,81 %/o. 


Das a-Bromisovaleryl-cholesterin krystallisiert aus Essig- 
ester in rhombischen, tafelartigen Krystallen. Sie sind sehr 
leicht léslich in Chloroform und Benzol, leicht léslich in Petrol- 
‘ither, Essigiither und in Ather, ziemlich leicht léslich in hei®em 
Alkohol, sehr schwer léslich in Methylalkohol und unloslich 
in Wasser. 

Wir gewannen ferner noch ganz analog dem eben be- 
schriebenen a-Bromisovaleryl-cholesterin aus Cholesterin und 
Chloracetylchlorid das 


1) Vg]. hierzu auch die Erfahrungen von Emil Fischer, Einwir- 
kung von Hippurylehlorid auf die mehrwertigen Phenole. Ber. d. Deutsch. 
chem. Ges,, Jg. XXXVUI, S. 2926, 1905. 
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Chloracetyl-cholesterin?) 
und mittels a-Bromisocapronylchlorid das 
a-Bromisocapronyl-cholesterin. 
Das ersterwahnte Produkt krystallisiert aus Essigester in 
feinen zu Biischeln und Garben verwachsenen Nadeln. 
Das a-Bromisocapronyl-cholesterin, das in Essigester, 
Ather, Chloroform und Benzol leicht léslich ist, dagegen schwer 


in Kisessig und Methylalkohol, krystallisiert aus Methylalkohol 
in feinen biischelartig verwachsenen Nadeln. 






















Glycyl-cholesterin-chlorhydrat. 
C,;H,,0 - OC - CH, - NH, - HC] Molekulargewicht 477,5). 


Cholesterin, 1 Molekiil, in der 5fachen Menge Chloroform 
gelost, wird mit reichlich 1 Molekiil salzsaurem Glycylchlorid 
vermischt. Nach wenigen Minuten ist die Masse zu einem dicken 
Krystallbrei umgewandelt. Nach !/4 Stunde beginnt Lésung und 
Salzséureentwicklung. Es wird etwa eine Stunde am Riickfluf- 
kiihler auf dem Wasserbade erhitzt und dann, nach Beendigung 
der Salzséuregasentwicklung, mit dem doppelten Volumen Kssig- 
ester versetzt. Es findet dabei eine schdne weile, voluminése, 
aus feinen Nadeln bestehende Abscheidung statt. Nach erfolgter 
Kiihlung wird abgesaugt und im Exsikkator tiber Schwefelsiiure 
getrocknet. Die Ausbeute betrigt ca. 70°/o der Theorie. 

Das Rohprodukt zersetzt sich gegen 235—240° unter 
starker Briiunung, nachdem von ca. 220° an Sintern und schwache 
braunfarbung eingetreten ist. 

Nach dem Umkrystallisieren aus zirka der 20 fachen Menge 
absoluten Alkohols, woraus sich das Glycyl-cholesterin-chlor- 
hvdrat in feinen Nadeln abscheidet, liegt der Zersetzungspunkt 
gegen 250°, bei 225 230° tritt schwaches Sintern und Briiu- 
nung ein. 

Die Substanz ist in Methylalkohol ziemlich leicht léslich, in 
Chloroform leicht, in Ather kaum, in Essigester und in Petrol- 

') Vgl, hierzu auch W. Lébisch, Zur Kenntnis des Cholesterins. 
ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. V, S. 513 (1872). (Cholesterylacetat aus 
(holesterin und Acetylchlorid.) 
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iither nicht léslich. In Athylalkohol und in Kisessig lést sie 
sich ziemlich schwer in der Kalte, mittelmé®ig in der Hitze. 


Analyse: 
0,1996 g Substanz gaben 5,1 ccm N bei 25° und 762 mm B. 
Berechnel fiir C,JH,.O,N - HCI: Gefunden: 
N = 2,98 %o 2.86 °/o. 


Hydrolyse des Glycyl-cholesterin-chlorhydrates. 


1 ¢ Glycyl-cholesterin-chlorhydrat wurde mit der 40 fachen 
Menge konzentrierter Salzsiiure (D. = 1,19) einige Stunden am 
Riickflubktihler gekocht. Nach dem Erkalten wurde vom Chol- 
esterin abgesaugt. Es hatten sich 0,86 g in leichten blitterigen 
Krystallen ausgeschieden. (Theoretisch sind 0,87 g Cholesterin 
zu erwarten.) Aus Methylalkohol umkrystallisiert, schmolz das 
Produkt gegen 140°. 

Das Filtrat des Rohcholesterins (0,86 g) wurde einge- 
dampft und der Riickstand mit Alkohol und gasformiger Salz- 
siiure verestert. Nach erfolgter Kiihlung und Impfen schieden 
sich die charakteristischen feinen langen Nadeln des Glykokoll- 
esterchlorhydrats ab. Ausbeute 0,8 g. Das Produkt schmolz 
gegen 144°. 

Glycyl-cholesterin. 


10 g Glycyl-cholesterin-chlorhydrat wurden in 100 ccm 
Chloroform aufgenommen und mit reichlich der berechneten 
Menge n-Natronlauge 4 Stunden auf der Maschine geschiittelt. 
Die mit Natriumsulfat getrocknete Chloroformlésung wurde nun 
mit Essigester versetzt, wobei eine weife Fallung entstand. 
Durch Umlésen aus etwa der 10fachen Menge Methylalkoho! 
wurde das Produkt gereinigt; das Glycyl-cholesterin schied sich 
dabei in weifen rosettenartigen Aggregaten ab. Sie schmolzen 
nach kurz vorheriger Erweichung bei ca. 140° (korr. 140,5°), 


ohne Zersetzung. 
0.1570 g Substanz gaben 0.4551 g CO, und 0,1505 g H,O. 


0,1709 » » » 44eccm N bei 16° und 762 mm B, 
Berechnet fiir C,,H,,O,N: Gefunden: 
C = 78,91 Jo 79,04 /o 
H = 10,66° 10,65 °/o 


N 3,18 °/o 3,01 °/o. 
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0,4907 g Substanz in Chloroform gelést -— Gesamtgewicht 
der L6sung 20,60 g — drehten im 1 dm-Rohr 0,87° nach links. 
Spezifisches Gewicht 1,462. 

[a], = — 24,98°. 


Das Glycyl-cholesterin lést sich ziemlich schwer in ab- 
solutem Alkohol und in Methylalkohol, leichter in Chloroform, 
dagegen sehr schwer in heifem Wasser unter starkem Schiiumen; 
es ist unldslich in Essigester. 


Isobutyryl-cholesterin, ') C,H,O - OC,;H,.. 


®) g Cholesterin, in 25 cem Chloroform gelést, wurden mit 
der iiquivalenten Menge Isobutyrylchlorid (1,32 g) bei gewohn- 
licher Temperatur geschiittelt. Nach schnell voriibergehender 
Bildung einer festen Ausscheidung trat Chlorwasserstoffentwick- 
lung ein. Es wurde nun bis zum Verschwinden der Salzsaure- 
entwicklung erhitzt und dann die Lésung bis zur bleibenden 
Triibung mit Methylalkohol versetzt. Nach dem Erkalten wurde 
von der auskrystallisierten Substanz abgesaugt und dieselbe 
durch Umfiillen gereinigt. 

0.1625 g gaben 0,4897 g CO, und 0,1685 g H,0. 
Berechnet fiir C,H,O - OC,-H,,: Gefunden: 

C == 82,23 Jo 81,94) 

H = 11,44°%o 11,01°. 

Das Isobutyryl-cholesterin sintert von 108° an und ist bei 
123° (korr. 125°) geschmolzen. Es krystallisiert aus Chloro- 
form und Methylalkohol in Blattchen. Sie sind leicht léslich 
in Chloroform, Benzol, Ather und Petrolither, Athyl- und Amyl- 
alkohol, weniger lislich in kaltem Methylalkohol und in Aceton. 

Optische Drehung: 0,2588 g Substanz in Chloroform ge- 
lost, Gewicht der L6sung 8.4577 g spezifisches Gewicht 1.4433: 
Drehung — 1,38°. 


20 © ~ 
ra]? = — 31,05° 


') Vgl. hierzu Berthelot: Sur plusieurs alcools nouveaux. Chol- 
estérine, Annales de Chimie et de Physique. [3]. Bd. LVI, S. 54 (1859). 
(Cholesterylbutyrat, Cholesterylacetat, Cholesterylstearat: aus Cholesterin 
und den Fettséuren durch Erhitzen.) 
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Isovaleryl-cholesterin, C,H,O - OC,,H,,. 

Das Isovaleryl-cholesterin wurde analog dem Isobutyryl- 
cholesterin gewonnen. Das Reaktionsprodukt wurde wieder mit 
Methylalkohol ausgefallt. Ausbeute 72,4°/o. Das Produkt be- 
ginnt bereits bei 90° zu sintern, bei 114° ist es klar geschmolzen. 

01334 g Substanz gaben 0,4000 g CO, und 0,1377 g H,O. 


Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden: 
C 82,08 °/o 81,78 °/o 
H = 11,11 °/o 11,46 °/o. 


Bestimmung der optischen Drehung: 0,1981 g Substanz 
in Chloroform gelost, Gewicht der Losung 8,652 g, spezifisches 
Gewicht 1,442, Drehung — 1,08°: 


) == — 32, 





la}. 20 

Das Isovaleryl-cholesterin scheidet sich aus methylalkoho- 
lischer L6sung in Blittchen ab. Es ist leicht l6slich in Chloro- 
form, Ather, Petrolather, in warmem Aceton, Alkohol und schwer 


lO6slich in kaltem Methylalkohol. 


Lauryl-cholesterin, C,,H,,0 - OC,,H,.. 

) g Cholesterin, in 25 cem Chloroform gelést, wurden mit 
der iaquivalenten Menge Laurylchlorid bei Zimmertemperatur 
geschiittelt. Nach kurzer Zeit trat eine feste Abscheidung ein, 
die nach wenigen Minuten in Lésung ging. Es wurde ea. !/4 Stunde 
erwarmt und dann, nach Beendigung der Salzsiiureentwicklung, 
mit Methylalkohol bis zur bleibenden Triibung versetzt. Beim 
Abkiihlen trat reichliche Krystallabscheidung ein, die durch 
Umfiillen gereinigt wurde. Die Ausbeute betrug 75°/o der Theorie. 

0.1509 g Substanz gaben 0,4568 g CO, und 0,1627 g H,0. 


> 


serechnet fiir C,,H,,0 - OC,.H,,: Gefunden: 
C = 82,69%> 82,59 °/o 
H 11,97 °/o 11,66 °/o 


Die Substanz dreht, in Chloroform gelést, nach links. 
Bestimmung der optischen Drehung: 0,1937 g Substanz, 
42 g Gewicht der L6sung (Chloroform), spezifisches Gewicht 
O7; a = —1,01°: 
[a] 5 og — 31,3°. 
Das sorcamiaaaaiaaasl ore bereits bei 78° zu sintern 
und ist bei 110° geschmolzen. Es krystallisiert aus Chloroform 
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und Methylalkohol in feinen Nadeln. Sie sind leicht léslich 
in Chloroform, Ather, Petrolather und Benzol, ziemlich leicht 
léslich in Athylalkohol und schwer léslich in kaltem Methyl- 
alkohol und kaltem Aceton. 


Palmityl-cholesterin, C,,H,,0 - OC,,H,,. 

Das Palmityl-cholesterin wurde analog dem Lauryl-chol- 
esterin aus Cholesterin und der iquivalenten Menge Palmityl- 
chlorid gewonnen. Das Reaktionsprodukt wurde wieder aus 
der Chloroformlésung durch Methylalkohol gefallt und durch 
Umloésung gereinigt. Ausbeute 75% /o der Theorie. 

0,1478 g Substanz gaben 0,449 g CO, und 0,1659 ¢g H,O. 

Berechnet fiir C,,H,,0 - OC,,H,,: Gefunden: 
C = 82,96 °/o 82,90 °/o 
H = 11,90 %o 11,71 Jo. 

Das Produkt schmilzt bei 78,5—79,5° (korr.). 

Es dreht in Chloroformlésung nach links. 0,6680 g Sub- 
stanz drehten, bei einem Gewicht der Losung von 24,1288 g 
und einem spezifischen Gewicht von 1,4407, — 1,00°: 


i; uw _ 9490 
lp = 24,2°. 


Das Palmityl-cholesterin scheidet sich aus Methylalkohol 
in feinen Nadelechen ab. Sie sind leicht léslich in Chloroform, 
Ather, Petroliither, Benzol, in Aceton und Amylalkohol, ziem- 
lich schwer lislich in Athylalkohol und recht schwer léslich in 
kaltem Methylalkohol. 


Stearyl-cholesterin, C,,H,,O - OC,,H,,. 

Dieses Produkt wurde auf analoge Weise wie die vorher 
heschriebenen Kérper — aus 5 g Cholesterin und 3,9 g Stearvl- 
chlorid — gewonnen. Es schied sich aus der Chloroform- 
losung auf Zusatz von Methylalkohol in Form feiner Blattchen 
aus. Sie wurden aus heifem Athylalkohol umkrystallisiert und 
schmolzen dann zwischen 85 und 90°. Sie sind schwer léslich 
in kaltem Alkohol, leicht in heif}em Alkohol und unléslich in 
Wasser. 

0.1489 g Substanz gaben 0,4499 g CO, und 0,1637 g H,O. 

Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden: 
C = 82,96 %o 82 40) %/o 
H =<: 11,90%e 12,21 °/o. 
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J 0 OC+ CHC 
Dichloracetyl-resorcin : | 
\ /~ 0-CO + CH,CL 

{esorein, in wenig Alkohol gel6st, wurde mit der be- 
rechneten Menge Natriumalkoholat versetzt und dann das 
Natriumsalz des Resorcins mittels absoluten Athers  gefiillt. 
Es wurde unter Ausschluf von Feuchtigkeit rasch filtriert, mit 
Ather nachgewaschen und im Exsikkator tiber P,O, getrocknet. 
Das Natriumsalz wurde in absolutem Chloroform suspendiert 
und unter Wasserktihlung langsam mit der berechneten Menge 
Chloracetylchlorid versetzt. Es fand lebhafte Reaktion  statt. 
Nachdem man einige Zeit kriiftig geschiittelt hatte, war der 
grote Teil in LOsung gegangen und Chlornatrium ausgeschieden. 
Das Chloroform wurde nun mit verdiinnter Natriumbicarbonat- 
losung, hierauf rasch mit verdiinnter Sodalésung, endlich mit 
Wasser gewaschen, tiber Natriumsulfat getrocknet und dann 
abgedunstet. Es hinterblieb ein Ol, das in Kiiltemischung unter 
Reiben rasch erstarrte. Man kann das Reaktionsprodukt ent- 
weder in Holzgeist l6sen und mit Wasser ausfiillen oder besser 
mit viel Ligroin kochen und unter stetem Reiben in einer 
Kiiltemischung abkiihlen. Anfangs scheidet sich ein Teil meist 
dlig ab. Das erwihnte Reinigungsverfahren wurde solange 
fortgesetzt, bis ein konstanter Schmelzpunkt erreicht war. Aus 
27,5 g Resorein wurden 25 g Dichloracetyl-resorcin gewonnen. 

0.1668 g¢ Substanz gaben 0,2784 g CO, und 0,0408 g¢ H,O. 


= 


O17 44 3 lieferten 0.1894 g AgCl. 
berechnet fiir C,,H,O,Cl,: Gefunden: 
C = 45,64 °/o 45,52 °/0 
H = 43,06°% 2,74 °/o 
Cl 26,96 °/o 26,85 ° 0. 


Das Dichloracetyl-resorein schmilzt bei 71,5—72°. Es 
scheidet sich aus Ligroinldsung in sch6n ausgebildeten vier- 
seitigen, farbloson Prismen ab. Es lést sich sehr leicht in 
Chloroform, Holzgeist, Alkohol und Ather in der Kiilte, leicht 
in Benzol, weniger leicht in Ligroin und Petrolather in der 
Wiirme. In der Kiilte ist es in den letzteren Lésungsmitteln 
fast unléslich. In warmem Wasser, ferner in LOsungen von 
Alkali und Alkalicarbonat ist es ebenfalls leicht léslich. Es gibt 
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keine Phenolreaktion. Mit Ammoniak wird es quantitativ§ in 
Resorcin und Chloracetamid gespalten. 


‘ 


QO-OC.- 


7 CHC 
S‘— Q- OC - CH, 


HCl 
Dichloracetyl-brenzkatechin: HCL. 


Es wurde genau wie der eben beschriebene Resorcin- 
korper gewonnen. 30g Brenzkatechin ergaben 24 g Rohprodukt. 
Nas Dichloracetyl-brenzkatechin krystallisiert aus Ligroin oder 
aus Essigester auf Zusatz von Ligroin in schénen, langen, farb- 
losen Prismen. Sie schmelzen bei 57,5—58°. Sie sind sehr 
leicht léslich in Essigester, Holzgeist, Alkohol, Ather und Chloro- 
form, mabig loslich in kaltem Benzol und in warmem Wasser, 
schwer in kaltem Ligroin und Petroliither. In Alkalicarbonat- 
losung und in Alkali ist das Produkt leicht léslich, wéahrend 
es sich in Bicarbonatlosung nur sehr schwer lést. Von Ammo- 
niak wird es in Brenzkatechin und Chloracetamid gespalten. 


»— 0-0C- CH,C 
“ON 


Dichloracetyl-hydrochinon : 
\“ 9. 0C- CH,Cl. 

Die Darstellung gestaltete sich ihnlich derjenigen der vor- 
erwahnten analogen Korper. Das Hydrochinon wurde in heifem 
benzol, dem etwas Alkohol zugefiigt worden war, gelost und 
das Natriumsalz mit Benzol ausgefallt. Das Reaktionsprodukt 
wurde schlieBlich aus methylalkoholischer LOsung durch Zusatz 
von Wasser in Form schoéner Tafeln abgeschieden. Das Pro- 
dukt schmolz bei 127°.!) 10g Hydrochinon lieferten 12,4 g. 
Das Dichloracetyl-hydrochinon ist leicht léslich in Methylalkohol, 
Ather, Alkohol und Chloroform, schwer dagegen in Ligroin und 
Petroliither. 


1) S. K. Dzierzgowski, Uber die Synthese einiger Ester und 
Ketone aus Phenolen und halogensubstituierten Fettsauren. Journ. Russ. 
ohysik.-chemischen Gesellschaft (1), Bd. XXV, S. 154—163 (1893). Che- 
misches Zentralblatt, 1893, Bd. II, S. 476. 











Beitrage zur Kenntnis der Harnsaurebildung. 


Vi. Mitteilung. 
Von 


Dr. G. Izar, Assistenten des I[nslituts. 


(Aus dem Institute fiir spezielle Pathologie innerer Krankheiten der K, Universitat Pavia 
Professor M. Ascoli.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Januar 1910.) 


In der 4. Mitteilung hat Preti') nachgewiesen, dah die 
Wiederbildung zerst6rter Harnsiure auf der Wirkung eines im 
Blute und im Blutserum enthaltenen Fermentes beruht. 

Auf der anderen Seite steht die Tatsache, dah das (Hunde-) 
Serum!) allein die geringen, von ihm zerst6rten Harnsaure- 
mengen nicht wiederzubilden vermag, daf} mithin ein oder 
mehrere andere Faktoren notig sind. 

Kolgende Versuche (1—3) zeigen, daf dieser unerlabliche 
Faktor in frischem oder gekochtem Leber- oder Milzbrei ent- 
halten ist. 

Versuch I. 


500 cem defibriniertes Rinderblut -- 11 0,85°/0ige Chlor- 
natriumlésung +- 1,958 g Harnsiiure:?) nach 3tiigiger Autolyse, *) 
unter Luftdurchleitung, in 3 gleiche Portionen geteilt: 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXII, 5. 354. 

2) Der Zusatz erfolgte folgendermafen: ca. 1 g (oder mehr) harn- 
saures Natron wurde in 100 ccm (oder entsprechend mehr) Lithiumcarbonat- 
losung (1 : 90) gelést. Auffiillung auf 200 ccm mit destilliertem Wasser, 
Filtration; 175 ccm (oder entsprechend mehr) der Lésung wurden zur 
Kolatur hinzugesetzt: in weiteren 25 ccm wurde der Harnsduregehalt 
bestimmt. 

3) Zu den Fliissigkeiten wurde immer 2°/o Toluol und Chloroform 
hinzugesetzt und der Zusatz nach Unterbrechung der Luftdurchleitung 
in den weiter bei Abschluf von Luft im Brutschrank aufbewahrten Proben 


erneuert. 
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A. Sofort koaguliert ..... ... . . . ergibt Harnsiure 254,48 me 
B. Unter Zusatz von 50 ccm Chlornatrium- 
l6sung: ') koaguliert nach weiterer 3 tiigiger 

Autolyse im verschlossenen Gefiibe. . .  » ; 198.85 » 
C. Unter Zusatz von 50 ¢ gekochten Rinder- 
leberbreies: koaguliert nach weiterer 3ti- 

giger Autolyse in verschlossenem Gefife — » 473,35 >» 
Versuch II. 

1,5 1 defibriniertes Rinderblut + 2,5 1 0,85 °/oige Chlor- 
natriumlésung + ca.*) 3 g harnsaures Natron geldst in Lithium- 
carbonatlésung (1: 90). Gesamtvolumen 4,5 1. Verteilung in 
2 Portionen: 

A. 11 Fliissigkeilt, sofort koaguliert . . . . ergibt Harnsiiure 485,15 me. 
3. 3,51 Fliissigkeit, nach 3tigiger Autolyse 

unter Luftdurchleitung in 4 Teile geteilt: 
B,. 500 cem Fliissigkeit, sofort koaguliert. . — » 36,5  » 


ee 


B,. 1000 ccm Fliissigkeit unter Zusatz) 3 = 
, :; ; : > sos ‘ 
von 50 g gekochten Rindermilzbreis[~3s3 = » 188,3 
; ' = @ 
B,. 1000 cem Fliissigkeit unter Zusatz|—@ & 
von 30 g gekochten Rinderleberbreis (3 “ 205,53» 
ae as =O 
B,. 1000 ccm Fliissigkeit unter Zusatz von = ‘= 
50 cem Chlornatriumlésung . . . .JN A >» 13.25 





Versuch III. 

1,5 1 defibriniertes Rinderblut +- 2,5 1 0,85°/oige Chlor- 
natriumlésung. Verteilung in 2 Portionen (A, B): 

A. 2.1 Fliissigkeit + 1,646 ¢ Harnsiure in 250 ccm Lithiumcarbonat- 

losung (1: 90): 3tagige Autolyse unter Luftdurchleitung, darauf weitere 


— 


Verteilung in 4 gleiche Teile. 





A,. Sofort koaguliert . ae . ergibt Harnséiure 65,8 mg. 
A,. Unter Zusatz von 150 eem Chlor- 
- = 12 
natriumlésung ees oa ee 44,2 
A,. Unter Zusatz von 100 ccm Chlor-]'S = 
natriumlésung und 50 g Rindermilz-}—@ % 
MU Ae kw tv ius &@o 5% 2a — > 315.3 
‘ ‘ , <q © 
A,. Unter Zusatz von 100 ecm Chlor-[:3 — 
. “ ” n oO 
natriumlésung und 50 ¢ gekochten| 4 4 
. F . t~ 907 
RIGOTONIIEDPCL wt . » 287 4 


t) Nach Unterbrechung der Luftdurchleitung wird immer in den 
weiter bei Abschluf§ von Luft im Brutschranke aufbewahrten Proben dei 
Toluol- und Chloroformzusatz erneuert. 

2) Nicht zur Gewichtskonstanz getrocknet. 

3) Dieser Versuch bestitigt (vgl. Diese Zeitschrift, Bd. LVIIL, 5. 529), 
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Hh. 21 Fliissigkeit -- 250 ccm Lithiumcarbonatlésung (1:90): 3tagige Au- 
tolyse unter Luftdurchleitung, darauf weitere Verteilung 4 gleiche Teile: 
3,, Wie A, behandelt . . ..... =... « ergibt Harnsiure 0,0 mg. 


Bs A ‘ ‘ 0,0 
“4 % | 72 stiind. Autolyse 399 
sy > 6 As | 1 {bei O-Abschlus one. 
B,. ; A, °° 17.4 


Der Zusatz geringer Mengen gekochter Leber ge- 
niigt demnach, um die Wiederbildung der vom Blute 
zerstorten Harnséure zu bewirken; grdfere Lebermengen 
rufen weder Verminderung noch Vermehrung der wiedergebil- 
deten Harnsaéure hervor. 


Versuch IV. 


1 | defibriniertes Rinderblut -- 1,85 | 0,85°/oige Chlor- 
natriumlésung -!- ca. 1,5 g harnsaures Natron gelést in Lithium- 
carbonatlésung (1:90). Gesamtvolumen 3 |. Verteilung in 
2 Portionen (A, B): 

A. 500 ccm Fliissigkeit, sofort koaguliert . . ergibt Harnsaéure 230,7 mg. 
B. 2.5 1 Fliissigkeit nach Stagiger Autolyse 
unter Luftdurchleitung in 5 Teile geteilt: 


B,. 500 cem Fliissigkeit, sofort koaguliert. . > > 74,8 
B,. d00 cem Fliissigkeit unter Zusatz von 
250 ecm Chlornatriumlésung 61.9 
~ De : . r © 
,. 100 cem Fliissigkeit unter Zusatz von | + 
240 com Chlornatriumlésung und 10g] 2 
. > = 
Rinderleberbrei . . . 2. S a > 174,0 
B,. 500 cem Fliissigkeit unter Zusatz von (= 2 
220 ecm Chlornatriumlésung und 30 g 3 " 
Rinderleberbret = 190.0 
B,. 500 cem Fliissigkeit unter Zusatz von [x 
; ° or - ae 
200 ccm Chlornatriumlésung und 350 ¢g 
Rinderleberbrei 211,4 > 





Aus Versuchen 1, 2, 3 geht hervor, dai das Leber- 
oder Milzkoferment (Aktivator) thermostabil und al- 
koholléslich (Vers. 5—7) ist. 


dafi die Harnsiiurewiederbildung nicht auf Kosten von in der Leber ent- 


haltenen Substanzen erfolgt. 
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Versuch V. 


700 ccm defibriniertes Rinderblut +- 1,6 1 0,85 °/oige Chlor- 
natriumlosung +- ca. 2 g harnsaures Natron in 200 ccm Lithium- 
carbonatlosung (1: 90). 3tagige Autolyse im Brutschrank bei 
53°1) unter Luftdurchleitung, darauf Verteilung in 5 gleiche 


Teile: 

A. Sofort koaguliert. ...... .. . .ergibt Harnséure 75,75 mg. 
B. + 100 cem Chlornatriumlésung . . 5 > 76,34 >» 
C. ++ Riickstand des Alkoholextrak- 


tes?) von 100 g Rinderleberbrei, in 
100 ccm Chlornatriumlésung aufge- 
schwemmt . ee 
D. -+ Atherextrakt*) aus 100 g Rinder- 
leberbrei in 100 ccm Chlornatrium- 
losung aufgeschwemmt...... 
E. ++ in Ather unlisliches, in Alkohol 
léshiches Extrakt *) aus 100 g Rinder- 
leberbrei, in 100 ccm Chlornatrium- 
lésung aufgeschwemmt ..... - » 146,06 » 


72stiind. Autolyse?) bei 
Q-Abschluf 





Versuch VI. 


400 cem defibriniertes Hundeblut -+- 800 cem 0,85°/vige ‘a 
Chlornatriumlésung ++ ca. 2,5 g harnsaures Natron in 300 ccm 
Lithiumearbonatlésung (1:90). Gesamtvolumen 1,5 |. Ver- 
teilung in 2 Portionen (A, B): 

A. 250 cem Fliissigkeit, sofort koaguliert. . ergibt Harnsaure 321.3 mg. 
B. 1250 cem Fliissigkeit nach 3 tagiger Auto- 

lyse im Brutschrank bei 53° unter Luft- 

durchleitung in 5 gleiche Teile geteilt: 

‘) Hier und in Vers. VI u. VII blieb der Chloroform- und Toluolzusatz 
aus; die Faulnis wurde durch Erhéhung der Brutschranktemperatur auf 
53° hintangehalten (L. Bellazzi, Diese Zeitschrift, Bd. LVII, S. 389). 

2) Nach O. Cohnheim (Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, 5. 403). 

Verschieden ist das Resultat, wenn der Auszug mit 4 Volumina 
95°/oigen Alkohols gefillt wird, anstatt denselben vorher nach Cohn- 
heim einzudampfen. Im ersteren Falle (vgl. Vers. V und VI) wird das 
Koferment zum grifiten Teile im Niederschlage zuriickgehalten und ist 
auch durch wiederholtes Waschen nur unvollstandig zu entfernen. 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 6 
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B,. Sofort koaguliert ergibt Harnsdure 108,4 mg 





B,.-+- 125 ccm Chlornatriumlésung . . > " 90.1 
B,.+ 25 g gekochten Rinderleberbreis 

in 100 ccm Chlornatriumlésung auf- 

geschwemm . 3 » » 211.4 
B,.+- Alkoholniederschlag ') von 25 g a 

Rinderleberbrei in 100 cem Chlor-|3 = 

natriumlisung aufgeschwemmt z z ; 177.2 » 
B,. -+ Alkoholextrakt ') aus 25 g Rinder- | ~ = 

leberbrei in 100 ccm Chlornatrium- | 5 

lisung aufgeschwemmlt.. . . on > 1199 » 

t~ 

X. 25 g gekochten Rinderleberbreis in 

350 ccm Chlornatriumlésung aufge- 

schwemmt. .... . e > > 11,17 » 


Versuch VII. 


500 ccm defibriniertes Rinderblut +- 1,4 1 0,85°/oige Chlor- 
natriumlésung ++ ca. 2 g harnsaures Natron in 200 ccm Lithium- 
carbonatlésung (1:90). 3tigige Autolyse im Brutschrank bei 
53° unter Luftdurchleitung, darauf Verteilung in 7 gleiche Teile: 
A. Sofort koaguliert. ......... . ergibt Harnsiure 31,0 mg 
B. -!- 150 ccm Chlornatriumliésung . . » > 28.6 » 
C. -+- 50 g gekochten Rinderleberbreis 
in 100 ecm wane auf- 
geschwemmt . i or 

D. -+ Riickstand nach Alkoholextrak- 
tion®) von 50 g Rinderleberbrei in 
100 cem Nanaia: aufge- 
schwemmt. ... . ‘ — 

EK. + Alkoholextrakt*) auf 50 g Rinder- 
leberbrei in 100 cem Chlornatrium- 
ldsung aufgeschwemmt . 


O-Abschluf 
a 


¥ 
- 
~ 
— 
we 


72stiind. Autolyse bei 





> > 111,4 


') 20 g Leberbrei +- 100 ccm 0,85°%/oige NaCl-Lésung mit 200 ccm 
9%5°/oigem Alkohol gefallt; Filtration. Der Niederschlag im Wasserbad 
bei 53° zur Trockne eingedampft; desgleichen das Filtrat unter gleich- 
zeitiger Aspiration im Vakuum. Die Riickstéinde getrennt in Kochsalz- 


lésung aufgenommen. 
*) Nach Cohnheim (loc. cit.), jedoch ohne Atherextraktion des 


Alkoholauszuges. 
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F. ++ Alkoholniederschlag') von d0 ¢g 
Rinderleberbrei in 100 ccm Chlor- 
natriumlésung aufgeschwemmt 


G. -+ Alkoholextrakt ‘) aus 50 g Rinder- 
leberbrei in 100 ccm Chlornatrium- 
losung aufgeschwemmt . 


Friiheren Versuchen?) nach besitzen Nierenausziige nicht 
die Fahigkeit, die von ihnen bei Luftzufuhr zerstOrte Harnsiiure 
bei Luftabschluf8 wiederzubilden. Da nun die von uns _ be- 
nutzten Nieren immer mehr oder weniger Blut enthielten — es 
war uns nicht mdglich, dieselben unmittelbar nach erfolgtem 
Schlachten der betreffenden Tiere zu bekommen und zu 
waschen — erschien es schon aus diesem Umstande nicht 
wahrscheinlich, dai das Koferment auch in der Niere enthalten 
sel. Tatsichlich ergibt sich aus Versuch 8, dai Zusatz von 
Blut zu Nierenausziigen, die Harnsdure zerstort haben, 
nicht das Wiederauftreten derselben hervorruft. 


Versuch VIII. 

Kolatur aus 170 g Rindernierenbrei +- 1,5 | 0,85°/oige 
Chlornatriumloésung; Zusatz von 2,465 g Harnsaure in Lithium- 
carbonatlésung (1:90). 3tagige Autolyse unter Luftdurch- 
leitung, darauf Verteilung in 5 gleiche Portionen: 


ergibt Harnsaure 49,1 mg. 





72stiind. Autolyse 
bei O-Abschluf 


> 2 69,9 » 





A. Sofort koaguliert .......... . ergibt Harnsiure 13,5 mg. 
B. Unter Zusatz von 300 ccm Chlor- 

natriumlésung . . . ..... - +12 ‘ 14,76 
C. Unter Zusatz von 300 ccm defibri- | 2 U. 

niertem Rinderblut. . . ...../24 14,08 » 
D. Gekocht, darauf wie B behandelt 5 g » 17,36 » 
ne , » C > 7s 2 > 11,19 » 
X. 300 ccm defibriniertes Rinderblut 5 ™ 

unter Zusatz von 500 ccm Chlor- a 

matviumiGewmg . «2 wt tt ? 0,0 >» 


Hingegen erwarteten wir, dafi der Zusatz von Koferment 
enthaltendem, gekochtem Leberextrakte Harnséurewiederbildung 


‘) Technik wie in Versuch VI, der Alkohoiniederschlag wieder mit 
Alkohol aufgenommen, geschiittelt, filtriert und die Prozedur ein zweites 
Mal wiederholt, die Filtrate vereinigt und wie gewoéhnlich behandelt. 

*) M. Ascoli und G. Izar, Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 538. 


6* 
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seitens der Nieren hervorzurufen imstande wire: gegen jede 
Krwartung fielen aber die dahin zielenden Experimente negatiy 
aus (Vers. 9). Nur der Zusatz von frischem oder auto- 
lysiertem Milzbrei (Vers. 9, 10, 11, 12) oder Leberbrei. 
nicht aber von gekochtem, fiihrt zur Harnsiéure- 


wiederbildung. 
Versuch IX. 


Kolatur aus 150 g Rindernierenbrei -}- 1,51 0,85 °/oige 
Chlornatriumlésung: Zusatz von ca. 2 g harnsaurem Natron in 
Lithiumearbonatlésung (1:90). 3tiagige Autolyse unter Luft- 
durchleitung, darauf Verteilung in 4 gleiche Portionen: 





1. Sofort koaguliert . ergibt Harnsiure 74,3 meg. 
2. Unter Zusatz von 100 ecm Chlor- 

natriumlésung ......+.6.-: » 70,7 
4. Unter Zusatz von 20 g gekochten |‘s 

Rinderleberbreis und 80 ccm Chlor- e 

natriumlésung <3 88.9 
4. Unter Zusatz von 20 g frischen Rinder- a 3 

leberbreis und 80 ccm Chlornatrium- oo a 

lésung EO 232,9 
a) 20 g gekochten Rinderleberbreis in = 

600 cem Chlornatriumlésung ~ 14,12 
b) 20 ¢ frischen Rinderleberbreis in 

600 cem Chlornatriumlésung 40.7 





Versuch X. 


Kolatur aus 200 g Rindernierenbrei -- 1,6 1 0,85°/oige 
Chlornatriumlésung: Zusatz von ca. 5 g harnsaurem Natron in 
Lithiumearbonatlésung (1:90). 3tagige Autolyse unter Luft- 
durchleitung, darauf Verteilung in 4 gleiche Portionen: 


a) Sofor! koaguliert . ergibt Harnsdure 22,39 mg 


b) Unter Zusatz von 750 ecm Chlor- 





2 2 
natriumlésung 32 > 13,49 
c) Unter Zusatz von 750 cem autolysierter { 2 & 
Kolatur aus Rindermilzbrei (a,) . z 7 100835 
d) Unter Zusatz von 750 ecm frischer = = 
Kolatur aus Rindermilzbrei (8,) llama 909.3 





ahs . = : . »f 
Beitraége zur Kenntnis der Harnsiurebildung. V1. So 


a == 1,51 Kolatur aus 140 g Rindermilzbrei -- 1,4 1 Chlornatrium- 
ldsung: 3tagige Autolyse unter Luftdurchleitung, darauf Verteilung in 2 
gleiche Portionen (a,—a,): 

a, = 750 ccm Kolatur: zu c) hinzugesetzt. 
a, = 750 ccm Kolatur: 72stiind. Autolyse 
bei O-AbschluB. . ...... +... . ergibt Harnsiiure 101,61 mg 
8 = 1,51 Kolatur aus 140 g Rindermilzbrei -- 1,4 1 Chlornatrium- 
losung. Verteilung in 2 gleiche Portionen (8,—f,): 
B, = 750 ccm Kolatur: zu d) hinzugesetzt. 
B, —= 730 ccm Kolatur: 72stiind. Autolyse 
bei O-AbschluB. . .- ..... =... ergibt Harnsiure 86.9 me. 


Versuch XI. 


A. Kolatur aus 150 g Rindernierenbrei + 1,5 | 0,85°/oige 
ChlornatriumlOsung: Zusatz von 2,353 g Harnsiaure in Lithium- 
carbonatlOsung (1:90). 8Stagige Autolyse unter Luftdurchlei- 
tung, darauf Verteilung in 7 gleiche Portionen: 

. Sofort koaguliert . . ..... . . . . ergibt Harnsiiure 68,1 mg 

2. Unter Zusatz von 400 ccm Chlor- 
ee eee eee ee ; 85,15 

3. Gekocht: unter Zusatz von 400 ccm 
Chlornatriumlésung. ....... 74,20 

4. Gekocht: unter Zusatz von 400 ccm 
autolysierter Kolatur aus Rindermilz- 
brei (b) 

5. Gekocht: unter Zusatz von 400 ccm 
autolysierter und gekochter Kolatur 


336,35 


O-Abschluft 


aus Rindermilzbrei (d) 


stiind. Autolyse bei 


2 


». Gekocht: unter Zusatz von 400 ccm 
frischer Kolatur aus Rindermilzbrei(p) 


4 


. Gekocht: unter Zusatz von 400 ccm 
frischer, gekochter Kolatur aus Rinder- 
milzbrei (3) 

B. Kolatur aus 200 g Rindermilzbrei +- 2 | Chlornatrium- 
losung. 3tiigige Autolyse unter Luftdurchleitung, darauf Ver- 
teilung in 4 gleiche Portionen: 


R19 >» 





a) #00 ccm Kolatur: 72stiind. Autolyse bei 
O-AbschluB. . .......-... =. ~. ergibt Harnsiure 65,0 mg 


b) 400 cem Kolatur: zu 4. hinzugesetzt. 
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c) 40 cem Kolatur: gekocht, darauf wie a) 
behandelt ........+..+. +... ergibt Harnséure 7,9 mg. 


d) #00 cein Kolatur: gekocht, zu 5. hinzu- 
gesetzt. 
C. Kolatur aus 200 g Rindermilzbrei -+ 2 |] Chlornatrium- 
losung. Verteilung in 4 gleiche Portionen: 


a) 400 cem Kolatur: 72stiind. Autolyse bei 
O-AbschluKR. . . . . 2... 2... . . . ergibt Harnsiure 40,2 mg. 


8) 400 cem Kolatur: zu 6. hinzugesetzt. 


+) 400 com Kolatur: gekocht, darauf wie a) 


a ae re ee ee ee > > 10,7 
5) 400 cem Kolatur: gekocht, zu 7. hinzu- 
gesetzt. 


Versuch XII. 
Kolatur aus 170 g Rindernierenbrei ++ 1,7 | 0,85°/oige 
Chlornatriumlésung: Zusatz von ca. 3 g harnsaurem Natron 


in Lithiumearbonatlé6sung (1 : 90). 
5tagige Autolyse unter Luftdurchleitung, darauf Verteilung 


gleiche Portionen: 


= 
~! 


1. Sofort koaguliert....... .. .. .ergibt Harnséure 24,2 mg 





2. Unter Zusatz von 200 cem Chlor- 

matvinmeliete 2. 0 st ee > > 29,7 » 
3, Unter Zusatz von 200 ccm Kolatur |-3 

aus Rindermilzbrei. ....... e > 2 214.0 > 
i. Unter Zusatz von 200 ccm gekochter | > € 

Kolatur aus Rindermilzbrei ... » = = > > 41,0 » 
5, Gekocht: unter Zusatz von 200 ccm “ = 

Chlornatriumlésung . . . . . . » «JES 31,2 >» 
6. Gekocht: unter Zusatz von 200 ccm z 

Kolatur aus Rindermilzbrei ‘ 238,0 » 
7. Gekocht: unter Zusatz von 200 ccm 

gekochter Kolatur aus Rindermilzbrei » 20,8 


Kolatur aus 120 g Rindermilzbrei —+- 1,2 | Chlornatrium- 
losung. Verteilung in 6 gleiche Portionen: 


a) 200 ccm Kolatur . . . .|72stiind. Autolyse ergibtHarnsdure 44,2 mg 
b) 200 » gekochte Kolatur J bei O-Abschluf : >» 11,7 > 


c) 200 » Kolatur: Zu 3. hinzugesetzt 


d) 200 3 » : >» 6. > 
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e) 200 ccm gekochte Kolatur: Zu 4. hinzugesetzt 
f) 200 » » : > 

Daraus ergab sich die Schluffolgerung, dali beide die 
Wiederbildung bewerkstelligenden Faktoren in der Niere fehlen 
oder nur in minimalen Mengen vorhanden sind. Mdéglich schien 
es immerhin, dafi das Ausbleiben der Harnsiurewiederbildung 
von der Anwesenheit diesen Prozefi hemmender Korper ab- 
hinge: allein die zur Priifung dieser MOéglichkeit vorgenommenen 
Experimente (Vers. 13—-16) fielen nicht zugunsten dieser Ver- 
mutung aus; die Harnsiiurewiederbildung vollzog sich, 
sobald den Nierenbreikolaturen, nach geleisteter Harn- 
siurezerstorung, frisches defibriniertes Blut und ge- 
kochter Leber- oder Milzbrei zugesetzt wurden.') 


Versuch XIII. 


Kolatur aus 150 g Rindernierenbrei -+ 1,3 | 0,85°/oige 
Chlornatriumlésung: Zusatz von 2,6515 g Harnsiiure in Lithium- 
carbonatl6sung (1: 90). 3tiagige Autolyse unter Luftdurchleitung ; 
darauf Verteilung in 5 gleiche Portionen: 

1. Sofort koaguliert. ......... . .ergibt Harnsiure 26,8 mg 
2. Gekocht: unter Zusatz von 200 ccm 
Chlornatriumlésung. . ...... > 24.98 » 


3. Gekocht: unter Zusatz von 100 cem 


defibriniertem Rinderblut und 100 cem ‘< 

Chlornatriumlésung . _ * 28,77 » 
4. Gekocht: unter Zusatz von 100 ccm 3 

defibrinierfem Rinderblut und 20 g 3 2 

Rindermilzbrei_ und 80 ccm Chlor- |; < 

natriumlisung .... 2... §° 336.3 > 
5. Gekocht: unter Zusatz von 100 ccm a 


defibriniertem Rinderblut und 20 g 
Rinderleberbrei und 80 ccm Chlor- 
natriumlésung ... . =o > 341,85 


Versuch XIV. 
Kolatur auf 160 g Rindernierenbrei +- 1,6 1 0,85°%/oige 





v 





1) Weiter war es noch denkbar, daf& ein Uberwiegen der Uricolyse 
vorliege; gegen diese Annahme spricht aber Versuch 8, demgemifs auch 
beim Kochen der Nierenextrakte vor dem Blutzusatze Harnsiurewieder- 
bildung nicht zutage tritt. 





8 G. Ivar, Beitrage zur Kenntnis der Harnsiurebildung. VI. 


Chlornatriumlésung: Zusatz von 2,693 g Harnsaure in Lithium- 
carbonatlésung (1 : 90). 

dtagige Autolyse unter Luftdurchleitung, darauf Verteilung 
in 5 gleiche Portionen: 
1. Sofort koaguliert. ......... . .ergibt Harnsaéure 134.4 mg 





2. Gekocht: unter Zusatz von 200 ccm 
Chiornatriumlésung. . ...... > 107,1 

>. Gekocht: unter Zusatz von 100 ccm 
defibriniertem Rinderblut und 100 ccm 
Chlornatriumlésung . 

t. Gekocht: unter Zusatz von 100 ccm 

defibriniertem Rinderblut und 20 g 

Rindermilzbrei in SO cem_ Chlor- 

natriumlésung aufgeschwemmt . 


O-Abschlufs. 


. Gekocht: unter Zusatz von 100 cem 
defibriniertem Rinderblut und 20 g 
Rinderleberbrei in 80 ccm Chlor- 
natriumlésung aufgeschwemml . 


72stiind. Autolyse bei 


100 cem~ defibriniertes Rinderblut ) 
unter Zusatz von 100 cem Chlor- 
natrimmlésung 

100 cem~ defibriniertes Rinderblut 
unter Zusatz von 20 ¢ Rindermilz- 
brei in 80 ccm Chlornatriumlésung 
aufgeschwemmt ... . 


O-Abschluf 


100 ccm defibriniertes Rinderblut 
unter Zusatz von 20 g Rinderleber- 
bret in 80 ccm Chlornatriumlésung 


stiind. Autolyse bei 


La | 
72 





aufgeschwemmt ..... 2 2+ ef > > 17,2 » 
Selbstverstiindlich gelten unsere Angaben nur fiir Kalbs- 
leber. 
Schlubsatz. 


Die Wiederbildung zerstérter Harnséure beruht 
auf dem Zusammenwirken des schon nachgewiesenen 
im Blute enthaltenen Fermentes und eines in Leber 
und Milz, nicht aber in der Niere vorkommenden, 
koktostabilen und alkoholléslichen Kofermentes. 





Notiz iiber das Vorkommen von Rechts-Asparagin in der 
Natur. 
Von 
Hans Pringsheim. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 31, Januar 1910.) 


Die a-Aminosiiuren sind bisher in der Natur immer im 
optisch-aktiven Zustande aufgefunden worden. Wenn wir von 
zwei Fallen, auf die wir im weiteren zu sprechen kommen, 
absehen, so zeigen die bis dato vorliegenden Untersuchungen, 
daB das natiirliche Vorkommen der a-Aminosiiuren auf die 
eine der beiden mdéglichen optisch-aktiven Komponenten be- 
schrinkt zu sein scheint. Dem natiirlichen Vorkommen dieser 
einen Komponente entspricht ihr Vorhandensein in den Ab- 
bauprodukten des Eiweilies, ihre Bevorzugung durch niedere 
Organismen als Stickstoffquelle wie ihre, nach den bisherigen 
Resultaten, ausschlieBbliche Abspaltbarkeit aus den Polypeptiden 
durch die Fermente hochorganisierter Tiere und Pflanzen. 

Die beiden bisher in der Literatur auftauchenden Angaben, 
welche von dieser Regel abweichen, beziehen sich auf das an- 
gebliche Vorkommen von d-Tyrosin in bleichen Schéflingen 
der Zuckerriiben') und von d-Asparagin in Wickenkeimlingen.?) 
besonders die letzte dieser beiden Beobachtungen ist in zahl- 
reiche Veroffentlichungen tibergegangen. Bei dem grofen Inter- 
esse, das die a-Aminosiiuren wegen ihrer Beziehung zum 
KiweiB verdienen, verlohnt eine Kritik der beiden genannten 
von der allgemeinen Regel abweichenden Befunde sehr wohl 
der Miihe. 

Ob von Lippmann wirklich den optischen Antipoden des 


‘) E. von Lippmann, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XVII (1884), 
S. 2839. 
*) A. Piutti, Gazzetta Chimica Italiana, Bd. XVII (1887), S. 182. 


foal 
‘ 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 
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l-Tyrosins unter den Handen hatte, bleibt zweifelhaft.!) Er er- 
wihnt nicht, daf das Produkt durch Analyse, durch Schmelz- 
punkt und Léslichkeit mit dem gewohnlichen Tyrosin ver- 
glichen wurde. Weiterhin stimmte die Drehung nicht mit der 
von E. Fischer!) beobachteten tiberein. 

Beziiglich des natiirlichen Vorkommens von d-Asparagin 
muf} von vornherein befremden, dai diese Antipode in Wicken- 
keimlingen neben dem gewohnlichen |-Asparagin vorkommen 
soll. Dieser Befund wiirde also das Vorhandensein von beiden 
Komponenten des Asparagins in den Keimlingen voraussetzen. 
Liest man nun nach, auf welche Weise Piutti der Nachweis 
des d-Asparagins neben |-Asparagin gelang, so erfahrt man, 
daB er im Fabrikbetriebe 6500 kg trockene Wickenkeimlinge 
auf Asparagin verarbeitete, dafi er daraus 20 kg Asparagin 
erhiell und da8B er aus diesen 20 kg Asparagin schlieflich 
durch successive Krystallisation ca. 300 g d-Asparagin isolierte, 
auf das er durch den dieser Komponente zukommenden siifen 
Geschmack aufmerksam gemacht wurde. Diese Art der Trennung 
war nur mdglich, weil das d-Asparagin in Wasser loslicher 
als das l-Asparagin ist. Man kann also racemisches Asparagin 
durch Krystallisation in die beiden optischen Komponenten 
trennen. Setzen wir nun voraus, daf l-Asparagin durch siedendes 
Wasser, dessen Verwendung in dem fabrikmafigen Extraktions- 
verfahren sicher nicht vermieden worden ist, racemisiert wird, 
so haben wir alle Bedingungen aufgeklirt, unter denen aus 
dem urspriinglich in den Keimlingen aller Wahrscheinlichkeil 
nach ausschlieflich vorhandenen |-Asparagin das d-Asparagin 
gewonnen werden konnte. Beaziiglich des Extraktionsverfahrens 
verweist Piutti auf eine spitere Abhandlung; ich habe aber 
keine weiteren Angaben dariiber auffinden k6énnen. 

Wie im experimentellen Teil geschildert wird, gelingt es 
nun mit verhiltnismaBiger Leichtigkeit, das l-Asparagin durch 
Kochen mit Wasser zu racemisieren. Die Loslichkeitsunter- 
schiede von d- und |-Asparagin in Wasser sind derartig grobe, 


') Vgl. hierzu auch E, Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., 
Jg. XXXII (1900), S. 3638, und Untersuchungen iiber Aminosauren, Poly- 
peptide und Proteine. Berlin 1906, S. 116. 
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dab es selbst beim Ausgehen von 9 g linksdrehendem Asparagin 
modglich ist, nach zwolfstiindigem Sieden seiner wiisserigen 
Losung in der dritten Fraktion schon Linksdrehung in salz- 
saurer LOsung, d. h. ein Vorherrschen von d-Asparagin nach- 
zuweisen. Beriicksichtigt man demgegenitiber, dai Piutti aus 
20 kg Asparagin aus Wickenkeimlingen durch fraktionierte 
Krystallisation nur ca. 300 g d-Asparagin erhielt, so wird die 
Erklirung sehr wahrscheinlich gemacht, dab dieses d-Asparagin 
aus dem natiirlichen |-Asparagin stammte, und dal} es aus ihm 
durch Racemisierung gebildet und durch fraktionierte Krystalli- 
sation abgeschieden wurde. 

Wir glauben daher, dab weder das Vorkommen von 
d-Tyrosin noch von d-Asparagin in der Natur bisher bewiesen 
wurde, und daf von der am Anfang genannten Regel bisher 
wenigstens keine haltbaren Ausnahmen bestehen. 


Experimenteller Teil. 
|. Versuchsreihe. 


Verwandt wurden 10g Asparagin von KahIbaum, welches 
ein Molekiil Krystallwasser enthielt und wie folgt analysierte. 
0.1805 g Substanz: 0,2158 g¢ CO,, 0,1084 g H,O. 
O1816 » > 27,2 ccm Stickstoffgas bei 12° und 765 mm Druck. 
(:,H,,0,N,. Berechnet: © 32,0%o, H 6,66°/o, N 18,66%o. 
Gefunden: C 32,6°%o, H 6,71°/o, N 17,90°%o. 
Trotzdem die Kohlenstoff- und Stickstoffwerte nicht be- 
sonders gut mit der Theorie tibereinstimmen, wurde vom Um- 
krystallisieren abgesehen, um nicht dadurch schon eine Ra- 
cemisierung zu bewirken. Fir die optische Bestimmung diente 
hier und in den weiteren Bestimmungen eine Lésung in zehn- 
volumenprozentiger Salzsdure. 
Eine Loésung von 3,8820 g, welche 0,3740 g Asparagin 
~~ H,O oder 0,3206 g wasserfreies Asparagin, d. h. 8,2599/o 
wasserfreies Asparagin enthielt und die das spezifische Ge- 
wicht 1,074 hatte, drehte im 1 dm-Rohr das Natriumlicht 3,21° 
nach rechts. 
Mithin |a|;’ in zehnvolumenprozentiger Salzsiiure +-36,19°. 
Die Drehung des 1-Asparagins in zehnvolumenprozentiger Salz- 


—_ 
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siure wurde von Champion und Pellet!) fiir die Natrium- 
linie --- 37,27° gefunden, sodafh schon das Kahlbaumsche 
Asparagin, wahrscheinlich auch infolge der Extraktion teilweise 
racemisiert war. 

9 g dieses Asparagins wurden nun in 90 cem destilliertem 
Wasser gelést, und die Losung in einem Jenaer Rundkolben, 
der vorher mit konzentrierter Salzsaéure ausgekocht worden 
war, 12 Stunden am Riickflubkiihler siedend erhalten. Dann 
wurde auf dem Wasserbade eingeengt und tiber Nacht im Kis- 
schrank stehen gelassen. Das Einengen war absichtlich so weit 
fortgesetzt worden, dafi die erste Fraktion verhaltnismaBig gro8 
ausfiel, sie betrug nach dem Trocknen im Vakuumexsikkator 
6,05 g Asparagin. 

Daf das Asparagin die theoretische Menge Krystallwasser 
enthielt und dafi es beim Trocknen im Exsikkator kein Krystall- 
wasser verlor, zeigte folgende Wasserbestimmung, die im luft- 
verdiinnten Raum mit Phosphorpentoxyd bei der Temperatur 
des siedenden Wassers ausgefiihrt wurde. ?) Dazu sei bemerkt, 
dal} das Asparagin unter denselben Bedingungen bei der Tem- 
peratur des siedenden Alkohols auch nach mehrstiindigem 
Trocknen sein Krystallwasser nur unvollkommen verliert. 

0.4305 ¢ Substanz: 0,0523 g H,0O. 
C,H,O,N, + H,O. Berechnet: H,O 12,0 °o. 
Gefunden: » 12,15°%o. 

Kine Lésung von 35,7605 g, welche 0,5442 g der ersten 
Fraktion des Asparagins oder 0,4700 g wasserfreies Asparagin, 
d. h. 8,159°/o wasserfreies Asparagin enthielt und die das spe- 
zifische Gewicht 1,073 hatte, drehte im 1 dm-Rohr das Natrium- 
licht 3,11° nach rechts. 

Mithin [«|,) in zehnvolumenprozentiger Salzsiiure -|- 35,53”. 
Die Drehung der ersten Fraktion war also schon um 0,66° 
zuriickgegangen. 

Nach weiterem Eindampfen und Stehenlassen im Kis- 


') Compt. rend. de l’Acad., Bd. LXXXII (1876), S. 819. 
*) Beziiglich des Apparates vgl. Brahm und Wetzel in Abder- 
halden, Handbuch der biochemischen Arbeitsmethoden. Berlin 1909, Bd. I, 


S, 296, Fig. 429. 
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schrank tiber Nacht wurde eine zweite Fraktion von 0.5014 ¢ 
Asparagin +- H,O gewonnen. 

Die optische Bestimmung gab folgendes Resultat. Eine 
Losung von 5,8270 g, welche 0.5014 ¢ oder 0.4330 g wasser- 
freies Asparagin, d. h. 7,431°/o wasserfreies Asparagin ent- 
hielt und die das spezifische Gewicht 1,071 hatte, drehte im 
1 dm-Rohr das Natriumlicht 2,73° nach rechts. 

Mithin [a|,, in zehnvolumenprozentiger Salzsiiure = +- 
34.32". Die Drehung der zweiten Fraktion war also gegeniiber 
der urspriinglichen um 1,87° zuriickgegangen. 

Nach weiterem Eindampfen und Stehenlassen im Eis- 
schrank tiber Nacht wurde eine dritte Fraktion von 0,3283 ¢ 
Asparagin ~-- H,O gewonnen. 

Die optische Bestimmung gab folgendes Resultat. Eine 
Losung von 5.3660 g, welche 0,3283 g oder 0.2835 g wasser- 
freies Asparagin, d. h. 5,283°/o enthielt und welche das spe- 
zilische Gewicht 1,064 hatte, drehte das Natriumlicht im 1 dm- 
Rohr 0,86° nach links. 

Mithin [a in zehnvolumenprozentiger Salzsiure — 15,31”. 

In der dritten Fraktion herrschte also das d-Asparagin 
in ausgesprochenem Mabe vor. Es wird so verstiindlich, wie 
Piutti aus 20 kg Asparagin aus Wickenkeimlingen 300 g reines 
d-Asparagin erhalten konnte. 

Dah in der dritten Fraktion wirklich Asparagin vorgelegen 
hatte und durch das Sieden der Asparaginlésung keine andere 
Veriinderung als die Racemisierung vor sich gegangen war, 
sollte auf folgende Weise nachgewiesen werden. 

Die zur Drehung benutzte Loésung wurde mit Hilfe von 
Silberoxyd von der Salzsiiure befreit, die vom Chlorsilber ab- 
liltrierte klare Lésung dureh Schwefelwasserstolf entsilbert und 
nach dem Abfiltrieren des Schwefelsilbers stark eingedampft. 
Ks schied sich wiederum Asparagin ab, welches den siifen Ge- 
schmack des Rechts-Asparagins in deutlicher Weise beim Ver- 
gleich mit Links-Asparagin zeigte, und das in salzsaurer LOsung 
wiederum stark nach links drehte. Fir eine Analyse blieb 


jetzt keine geniigende Substanzmenge iibrig. Der Racemisie- 


runesversuch wurde deshalb wiederholt. 
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Von den angewandten 9 g Asparagin wurden fast 7 g in 
den drei Fraktionen zuriickgewonnen. Die restierenden 2 g 
waren aus Wasser nicht mehr zur Krystallisation zu bringen: 
bei Zusatz von Alkohol fiel ein Ol aus, welches nach lingerem 
Stehen im Eisschrank erstarrte. Seine LOsung in zehnvolumen- 
prozentiger Salzsiure drehte gleichfalls stark nach links. 


II]. Versuchsreihe. 

Um in der neuen Versuchsreihe in der dritten Fraktion 
fiir die Drehungsbestimmung und die Analyse geniigend Sub- 
stanz zu erhalten, wurde das Abdampfen so geleitet, dal diese 
Fraktion gréSer als in der ersten Versuchsreihe ausfiel. Sie 
bestand daher jetzt aus 0,6 g Asparagin, wahrend sie vorher 
nur 0,3 g enthalten hatte. Die natiirliche Folge dieser Ande- 
rung der Versuchsbedingungen war, dafi die Anhaufung des 
Rechtsasparagins in der dritten Fraktion noch nicht bis zu 
dem Grade vorgeschritten war, dai diese Komponente vor- 
herrschte. Dementsprechend zeigte die dritte Fraktion noch 
schwache Rechtsdrehung in salzsaurer L6sung. Aber auch hier 
war der Drehungsrickgang gegentiber der zweiten Fraktion 
sehr bedeutend. Der Versuch verbiirgt also auch hier die 
Racemisierung des Asparagins und die Anhaéufung der rechts- 
drehenden Komponente in den spateren Fraktionen. Durch 
Wasser- und Stickstoffbestimmung wurde nun nachgewiesen, 
da} die dritte Fraktion wirklich aus Asparagin bestanden hatte. 

10 g des Kahl baumschen Asparagins wurden in 100 ccm 
destillierten Wassers gelést und 16 Stunden am RiickfluBkiihler 
gekocht. Nach dem Eindampfen und Aufbewahren im Eis- 
schrank bestand die erste Fraktion aus 6,7 g, die zweite aus 
0.6 g Asparagin. 

Die optische Bestimmung der zweiten Fraktion gab folgende 
Werte. Eine Lésung von 4,2654 g, welche 0,3507 g oder 0.3086 g 
wasserfreies Asparagin, d. h. 7,235°/o wasserfreies Asparagin 
enthielt und die das spezifische Gewicht 1,071 hatte, drehte im 


1 dm-Rohr das Natriumlicht 2,56° nach rechts. 
ik. 


° ° 20 . ° % ee 
Mithin |a],, in zehnvolumenprozentiger Salzsaure = ~ 
33,07°. Die Drehung der zweiten Fraktion war also gegeniiber 
der urspriinglichen um 3,12° zuriickgegangen. 
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Die dritte Fraktion bestand aus 0,6 g. 

Eine Stickstoffbestimmung gab folgende Werte: 

0.1290 g Substanz: 19,5 ccm Stickstoffgas bei 17° und 762 mm Druck. 
C,H,,0,N,. Berechnet: N 18,66 °/o. 
Gefunden: » 17,60°. 

Der Rest wurde aus Wasser unter Zusatz eines Tropfens 
Ammoniak umkrystallisiert. Es wurden 0,3 g zuritickgewonnen, 
wahrend die Mutterlauge in salzsaurer Loésung sehr schwach 
nach rechts drehte. 

Die Analyse der zuriickgewonnenen Substanz gab jetzt 
ziemlich gut stimmende Werte, die jedenfalls verbiirgen, daf 


Asparagin vorgelegen hatte. 
0.1127 g Substanz verloren im luftverdiinnten Raum iiber Phosphor- 
pentoxyd bei 100° 0,0141 g H,0O. 
C,H,O,N, -+- H,O. Berechnet: H,O 12,0 °%o. 
Gefunden: » 12,51°/o. 

Der wasserfreie Riickstand gab bei der Stickstoffbestim- 
mung folgende Werte. 

0.0986 g Substanz: 17,8 ccm Stickstoffgas bei 15° und 748 mm Druck. 
C,H,O,N,. Berechnet: N 21,21 %o. 
Gefunden: » 20,81°/o. 

Die Drehung wurde mikropolarimetrisch bestimmt. Eine 
LOsung von 1,5506 g, welche 0,0844 g oder 0,0743 g wasser- 
freies Asparagin, d. h. 4,79°/o wasserfreies Asparagin enthielt 
und die das spezifische Gewicht 1,063 hatte, drehte im 1 dm- 
\ohr das Natriumlicht 0,19° nach rechts. 


Mithin [a]; in zehnvolumenprozentiger Salzsiéure = -}- 


3,73". Die Drehung der dritten Fraktion war also gegeniiber 
der urspriinglichen um 32,46° zuriickgegangen. 

Von den angewandten 10 g Asparagin wurden 7,9 g in 
den drei Fraktionen zuriickgewonnen. Die restierenden 2,1 g 
waren nicht mehr zur Krystallisation zu bringen. Offenbar 
hatte eine teilweise Zersetzung stattgefunden, denn die Drehung 
der Mutterlauge war in wisseriger Losung fast ebenso stark 
nach links wie in salzsaurer Losung nach rechts, wahrend 
|-Asparagin in Wasser — 6,14°, in Salzsaéure aber ++ 37,27° 
dreht. 














Studien iiber die Spaltung racemischer Aminosduren durch Pilze. 
Von 


Hans Pringsheim. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1910.) 


Zur Spaltung racemischer Aminosaéuren in die optisch 
aktiven Komponenten sind bisher nur eine geringe Anzah! 
niederer Organismen verwandt worden. Die zuerst tiber diesen 
Gegenstand verd6ffentlichten Angaben konstatierten die Ver- 
zehrung der in der Natur vorkommenden Komponente der 
Aminosiuren durch Schimmelpilze. So gewann Schulze!) durch 
Aussaat von Penicillium glaucum auf racemischem Leucin und 
racemischer Glutaminsaure die Antipoden des natiirlichen Leucins 
und der natiirlichen Glutaminséure, so wurde racemische Aspa- 
raginsiiure bei spontaner Infektion unter Verbrauch der natiir- 
lichen Komponente rechtsdrehend?) und inaktive Glutaminsiiure 
beim Wachstum von Penicillium glaucum linksdrehend.*) Beim 
Wachstum von Aspergillus niger auf racemischem Alanin wurde 
das Verschwinden von 10°/o des natiirlichen Alanins_ beob- 
achtet.*) Weiterhin konnte mit Hilfe desselben Pilzes aus 
racemischem Cystin ein vorwiegend aus dem aktiven Isomeren 
des natiirlichen Cystins bestehendes Produkt gewonnen werden.”) 
und neuerdings wird berichtet, dafi Féaulnisbakterien das _ in- 
aktive Valin asymmetrisch unter Aufzehrung der natiirlichen 
Komponente angreifen. °) 

Spezielle Angaben tiber den Verbrauch der in der Natur 





') Schulze und Bosshard, Diese Zeitschrift, Bd. X (1886), S. 13s. 
— Schulze und Likiernick, Ber. d. Deutsch. chem, Ges., Jg. XXIV (1891). 
Ss. 671. — Schulze, Ibid., Jg. XXVI (1893), S. 57. 

*) Engel, Compt. rend. de l’Acad., Bd. CVI (1888), S. 1734. 

‘') Menozzi und Appiani, Gaz. chim. ital., Bd. XXIV (1894), 5. 382. 

‘) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XXXII (1899), S. 2451. 

°) Neuberg und Mayer, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV (1905), S. 508 

*) Neuberg und Karezag, Biochem. Zeitschr., Bd. XVIII (1909), 


S. 438. 
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nicht vorkommenden Komponente einer Aminosiiure, des Alanins, 
durch Schimmelpilze machten zuerst Mae Kensi und Harden.') 
Sie fanden, daf Penicillium glaucum (Link), Aspergillus niger 
(van Tieghem) und Aspergillus griseus (Link) das _natiirliche 
aktive Isomere leichter angreifen als die andere Komponente 
und daf} diese Elektion allein von der Spaltungsgeschwindigkeit 
der beiden Antipoden abhiingt. Auch die Hefe besitzt trotz 
ihrer speziellen Bevorzugung der natiirlichen Komponente ver- 
schiedener Aminosiiuren?) die Fihigkeit, bei mangelnder Stick- 
stoffernihrung die andere Komponente anzugreifen?) und_ sie 
eventuell ganz zu verzehren.*) 

Der Zweck meiner vorliegenden Untersuchungen war, 
das Verhalten einer etwas gréferen Anzahl von Pilzen gegen- 
liber racemischen Aminosiéuren zu priifen. Ks war zu ent- 
scheiden, ob es niedere Organismen gibt, welche einen symme- 
trischen Angriff auf die genannten Stickstoffquellen vornehmen ? 
Vor allem war auch der Versuch zu machen, Organismen zu 
finden, welche die Antipoden der in der Natur beobachteten 
Komponenten der Aminosiiuren bevorzugen, denn Ulpiani 
und Condellit) geben an, dai der Bacillus cholerae-polli 
racemisches Alanin in dieser Weise spaltet. Weiterhin sollten 
meine Untersuchungen eine Beziehung zu den beobachtungen 
von Abderhalden und Pringsheim5) herstellen, welche 
fanden, dafi das peptolytische Ferment einiger Schimmelpilze 
im Gegensatz zu dem hdherer Organismen aus Polypeptiden 
auch die Antipoden der natiirlichen Komponenten der Amino- 
siiuren herauszuspalten imstande ist. Denn es war anzunehmen, 
dafi die Wirkung dieses Fermentes seine Erginzung in der 
Fiihigkeit der hier in Betracht kommenden Pilze finden wiirde, 
die beiden abgespaltenen Komponenten der Aminosiuren auch 
weiter zu verarbeiten. 

') MacKensie und Harden, Proc. of the chem. Soc.. Bd. XIX 
(1903), S, 48. 

*) F. Ehrlich, Biochem. Zeitschr., Bd. I (1906). S. 7. 

‘) H. Pringsheim, Ibid., Bd. Hl (1907), 5. 244. 

4) Ulpiani und Condelli, Gaz. chim. ital., Bd. XXX (1900), 5. 344 

5) E.Abderhaldenund H. Pringsheim, Diese Zeitschrift, Bd. LIX 
(1909), S. 249. 
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Kei der Aussaat verschiedener Schimmelpilze und zweier 
Bakterienspecies auf d-l-Leucin und d-l-Glutaminsaure zeigte 
sich nun, dah ein Angriff auf beide optischen Komponenten in 
der Tat erfolgt, denn in allen Fallen wurde weniger als die 
theoretische Menge der nicht natiirlichen Komponente zuriick- 
gewonnen. Auch wurde die optische Drehung der zuriickge- 
wonnenen Aminosauren in keinem Falle gleich der theoretischen 
einer Komponente gefunden. In etwa der Halfte der unter- 
suchten Spaltungen war der Angriff symmetrisch erfolgt, soda’ 
die zurtickgewonnenen Aminosauren keine optische Aktivitat 
zeigten. Uber ein derartiges Verhalten, von Faulnisbakterien 
racemischer Glutaminsiiure gegeniiber, hat inzwischen auch 
Neuberg') berichtet. 

Der Grad der Auslese der einen Komponente durch die 
Pilze muf von Bedingungen abhiingen, in die man nur schwer 
einen Einblick gewinnen kann; bei langerer Wachstumsperiode 
findet naturgemaB eine Anhaufung der schwerer angreifbaren 
optischen Isomeren in den unverzehrt zuriickbleibenden An- 
teilen der Aminoséuren statt, sodafi es bei geniigendem Aus- 
gangsmaterial gelingen mu, mit Hilfe geeigneter Pilze zu den 
von razemischen Beimengungen, freien Antipoden der natiir- 
lichen Aminosiiuren zu gelangen. Doch ist fiir praktische Zwecke 
die Ehrlichsche Methode der Hefegirung vorzuziehen. 

Auch der symmetrische Angriff einiger Pilze auf die Amino- 
siuren ist keine feststehende Grofe. Durch Bedingungen auberer 
Natur, welche nicht den Pilzspecies als innere Eigenschaften 
anhaften, kann eine Elektion der natiirlichen Komponente ge- 
hindert werden. -— Die Gegenwart einer anderen Kohlenstoff- 
quelle, in Gestalt von Glukose, scheint im allgemeinen die 
Auslese unter den Komponenten zu_ begiinstigen, woritiber 
Einzelheiten aus der Tabelle, welche die Resultate am Schluf 
zusammenfaBbt, zu entnehmen sind. Doch ist auch diese Gesetz- 
miifigkeit nicht ohne Ausnahme, denn verschiedene Pilze griffen 
auch bei gleichzertiger Gabe von Glukose symmetrisch an. 

Geeignete, aber im speziellen schwer auffindbare Be- 


‘) GC. Neuberg, Biochem. Zeitschr., Bd. XVIII (1909), S. 443. 
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dingungen vorausgesetzt, diirfte die Mehrzahl der Pilze eine 
Bevorzugung der natiirlichen Komponente ausiiben. Die Aut- 
findung einer scharferen Gesetzmiabigkeit wird verborgen bleiben, 
bis es gelingt, die den Abbau der Aminosauren auslésenden 
Fermente von der lebenden Zelle abzutrennen. Erst dann wird 
sich zeigen lassen, ob die Spaltung der Aminosduren zuerst 
immer asymmetrisch verlauft, wie das bei der Abspaltung der 
Aminosauren aus racemischen Polypeptiden von Abderhalden 
und Pringsheim beobachtet wurde. 

Eine Bevorzugung der in der Natur nicht aufgefundenen 
Komponente der Aminosduren wurde bei keinem der sechzehn 
in den Kreis der Untersuchung gezogenen Pilze beobachtet. 
Ebenso fiihrte ein Versuch, solehe Pilze durch Elektivkultur 
zu isolieren, zu keinem Resultat. Der erste Versuch, einen 
solchen Pilz durch Luftexposition einer Lésung von Glukose 
als Kohlenstoff- und |-Alanin als Stickstoffquelle einzufangen, 
war schon wegen der von Abderhalden und Pringsheim 
beobachteten vorziiglichen EKignung des I-Alanins als Stick- 
stoffquelle wenig aussichtsvoll. Der auf dieser NiahrlOsung 
isolierte Schimmelpilz griff das Leucin symmetrisch an. Aber 
auch ein auf |-Alanin als gleichzeitiger Kohlen- und Stickstoff- 
quelle eingefangener Pilz zeigte keine Bevorzugung des d- 
Leucins: in einem Versuche verzehrte er im Gegenteil das 
|-Leucin schneller. 

Trotzdem diese Befunde keinen strikten Beweis datfiir 
liefern, daB es in der Natur keine Mikroorganismen gibt, welche 
die Antipoden der natiirlichen Komponenten von Aminoséuren 
hbevorzugen, so macht er diese Annahme doch wahrscheinlich. 
Auch hat ein derartiges Verhalten der niederen Organismen 
durchaus nichts Befremdendes. Die Bevorzugung der natiir- 
lichen Komponente ist ais ein Anpassungszustand zu deuten, 
welcher sich mit fortschreitender Entwicklung im Organismen- 
reiche ausgebildet und priizisiert hat.!) Die niederen Orga- 
nismen sind beziiglich dieser Anpassung noch weniger scharf 
eingestellt als die hdheren Pflanzen und Tiere. Ausgehend 

1) Vel. hierzu H. Pringsheim, Die Variabilitét niederer Organismen, 
Eine deszendenztheoretische Studie, Julius Springer, Berlin ?9i0, 35. 59 
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vom symmetrischen Angriff dirften sie sich sowohl beziiglich 
der Abspaltung der natirlichen Komponenten aus Polypeptid- 
bindungen, wie in bezug auf die Verarbeitung der abgespal- 
tenen Aminosiiuren, den ihnen in der Natur gebotenen Er- 
nihrungsbedingungen akkommodiert und auf die Bevorzugung 
der einen Komponente eingestellt haben. Denn bisher sind 
die Aminosiiuren in der Natur nur in einer optischen Modi- 
fikation aufgefunden worden,') die, wie wir gesehen haben, 
allein von Mikroorganismen bevorzugt zu werden scheint. 

Mit diesen Anschauungen stehen die Befunde Pfeffers,?) 
welcher auf Links-Weinsiiure eine diese Modifikation bevor- 
zugende Bakterienart isoliert, nicht im Widerspruch. Denn 
stickstofffreie Substanzen kommen in der Natur in beiden op- 
tischen Isomeren vor. Bei der Vergiirung von Zucker kann 
je nach der Art der wirksamen Bakterien Rechts- oder Links- 
Milchsiiure gebildet werden; und wir kennen milchsiurezer- 
setzende Bakterienarten, die je nach ihrer Species die eine 
oder die andere optische Isomere der Milchsiiure schneller an- 
greifen. Auch die Apfelsiiure wurde in racemischer Form in 
der Natur aufgefunden. Die Gelegenheit zur Anpassung an die 
Beverzugung der einen wie der anderen Komponente  stick- 
stolffreier Nihrmedien war also unter den Bedingungen des 
Vorlebens der Mikroorganismen in der Natur gegeben. Aber 
auch hier verriit die gréBere Verbreitung der die haufiger vor- 
kommende Komponente bevorzugenden Mikroorganismen die 
Anpassung an die natiirlichen Verhiltnisse. 


Experimenteller Teil. 


Die Reinkulturen der Pilze und Bakterien kamen aul 
100 ecm sterilisierter Nihrldsung, welche neben den racemi- 
schen Aminosiiuren die nétigen Néhrsalze (KH,PO,, MgSO,. 
NaCl und Spuren von FeSO,), und in einzelnen Fallen Glu- 
kose enthielten, zur Aussaat. Wurde mehr Nihrldsung ange- 
wandt, so ist das im einzelnen Falle speziell angegeben. 


') H. Pringsheim, Diese Zeitschrift, vorstehende Mitteilung. 
2) Pfeffer, Jahrbiicher f. wissenschaftliche Botanik, Bd. XXVIII 
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Das Leucin war aus Jsovaleraldehyd hergestellt worden.') 
Die racemische Glutaminséiure wurde nach dem Verfahren von 
Michael und Wing?) gewonnen. 

Nachdem bei geeigneter Temperatur reichliche Vegetation 
der Mikroorganismen erzielt worden war, wurde abfiltriert, 
um die Pilzdecke zu entfernen. Zur Zuriickgewinnung des Leu- 
cins wurde zuerst auf dem Wasserbade eingedampft, dann 
mit Tierkohle aufgekocht, um die Pilzfarbstoffe zu entfernen, 
und darauf auf dem Wasserbade zur Trockene verdampft. Der 
gepulverte Riickstand ergab nach dem Ausziehen mit Alkohol, 
dem geringe Mengen Ammoniak zugesetzt worden waren, beim 
Stehen im Eisschrank eine erste Krystallisation von Leucin. 
Zur moglichsten Zuritickgewinnung der gesamten Leucinmenge 
wurde die Mutterlauge bis auf wenige Kubikzentimeter einge- 
dampft und nochmals im Eisschrank aufbewahrt. Das im Va- 
kuumexsikkator getrocknete Leucin wurde zuerst gewogen und 
darauf ein Teil oder die gesamte Menge je nach Bediirfnis 
zur Drehungsbestimmung verwandt. 

Der leichteren Zersetzbarkeit der Glutaminsiiure RKech- 
nung tragend, multe hier im Vakuum bei 40° zur Trockene 
verdampft werden. Nach dem Aufnehmen mit wenig Wasser 
krystallisierte die Glutaminsiure im Eisschrank aus. In einem 
Kalle wurde die Glutaminséiure durch Zusatz konzentrierter 
Salzsdure als salzsaures Salz ausgefallt, das dann direkt zur 
rehungsbestimmung verwandt wurde, wihrend in den anderen 
Fallen fiir diesen Zweck die berechnete Menge Normalsalz- 
siure zugegeben wurde. 

Die nachfolgenden Angaben enthalten die Aufzahlung der 
Pilzarten, die Wachstumszeiten, die Mengen der verwandten 
und zurtickgewonnenen Aminosduren, den Prozentgehalt der 
LOsung an Glukose und die Resultate der optischen Bestim- 
inungen. 

]. Aspergillus Wentii. 0,5°/o Leucin, 2°/0 Glukose; 

') Vgl. E. Fischer, Anleitung zur Darstellung organischer Pri- 
parate. Braunschweig 1905, S. 86. 

*) Michael und Wing, Ber. der Deutsch. chem. Ges., Jg. XVII 
I884), S. 2984. 
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zuriickgenommen 0.0562 g Leucin. Wachtum 3. Dez. bis 
8. Jan. 1909. 

0.0562 g Leucin gelist in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Loésung 5.3326 g:d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr —— 0,10°. 

Mithin [a], = — 8,6°. 

ll. Aspergillus niger. 1°/o Leucin, 2°/o Glukose: 
zuriickgewonnen 0,0606 g Leucin. Wachstum 3. Dez. bis 


10. Dez. 1908. 
0,0606 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 


gewicht der LOsung 6,5714 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,07°. 
Mithin [a];, = — 6,9°. 


ll. Penicillium purpurogenum. 1. 200 ccm Nahr- 
lOsung, 1°/o Glutaminsdéure, 1°/o Glukose; zuriickewonnen 0,9 g 
Glutaminséiure vom Schmelzpunkt 198°. Wachstum 15. Nov. 
bis 22. Dez. 1909. 

0,3614 g Glutaminsiure und ein Molgewicht Salzsaure. 


Gesamtgewicht der Lésung 5,3844 g; d = 1,028. Drehung im 
1-Dezimeterrohr — 0,23 °. 
Mithin [a], = — 3,8°. 


2. 1200 cem Niihrlésung, 0,5°/o Glutaminsidure, 1°/o Glu- 
kose. Wachstum 9. Dez. — 4. Jan. 1910. 
0,3825 g Glutaminsaure und ein Molgewicht Salzsaure. 


Gesamtgewicht der L6sung 5,1422 g; d — 1,038. Drehung im 
1-Dezimeterrohr — 1,92°. 
Mithin {a],) = — 24,9°. 


IV. Mucor mucedo. 1. 0,5°/o Leucin, 2°/o Glukose: 
zurickgewonnen 0,1330 g Leucin. Wachstum 3. Dez. bis 


11. Jan. 1909. 
0,1330 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzséure. Gesamt- 


gewicht der Lésung 5,5126 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,26°. 
Mithin [a]; = — 9,8°. 


2. 1°/o Leucin, keine Glukose; zuriickgewonnen 0,62 g 


Leucin. Waehstum 5. Dez. — 3. Febr. 1909. 
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0,2264 g Leucin geldst in 20°/oiger Salzsdiure. Gesamt- 
gewicht der Losung 5,9412 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr 0°. 

Mithin [a] |, = 0°. 

V. Mucor corymbifer. 0,5°o Lucin, 2°/o0 Glukose; 
zuriickgewonnen 0,19 g Leucin. Wachstum 3. Dez. bis 


11. Jan. 1909. 
0,1868 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 


gewicht der Loésung 5,555 ¢: d = 1.1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr O°. 
Mithin |a|5) = 0°. 


VI. Mucor rhizopodiformis. 1. 1°/o Leucin, 1°/o Glu- 
kose ; zuriickgewonnen I. Fraktion 0,2681 g, II. Fraktion 0,1754 g 
Leucin. Wachstum 28. Juni — 2. Juli 1909. 

I. Fraktion 0,2681 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiiure. 
Gesamtgewicht der LOsung 5,0326 g: d = 1,1. Drehung im 
1-Dezimeterrohr 0°. 

H. Fraktion 0,1754 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiure. 
Gesamtgewicht der LOsung 5,4298 g; d = 1,1. Drehung im 
1-Dezimeterrohr ()°. 

Mithin [a]; = 0°. 

2. 1°%/o Leucin, 1°%/o Glukose; zuriickgewonnen 0,54 g 
Leucin. Wachstum 25. Okt. — 3. Nov. 1909. 

Q,2230 g Leucin geldst in 20°/oiger Salzséiure. Gesamt- 


gewicht der Lésung 4,2430 g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr = — 0,19°. 
Mithin [a] >) = — 3,3°. 


3. 200 ccm Niahrlésung, 0,85°/o Glutaminsaure, 0,5° » 
Glukose. Wachstum 6. August — 25. Okt. 1909. 

0,0676 Glutaminsaurechlorhydrat, entsprechend 0,0310 g 
Glutaminsiure. Gesamtgewicht der Lésung 3,2601 g. Drehung 
im 1-Dezimeterrohr — 0,66°. 

Mithin [a|;) = — 3,2°. 

Vil. Mucor javanicus. 1°/o Leucin, keine Glukose: zu- 
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riickgewonnen 0,1754 g Leucin. Wachstum 26. Febr. bis 
7. Juni 1909. 

0.1754 g Leuein, gelést in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Losung 5,7254 g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,29°. 

Mithin ain = — &,6". 

VI. Rhizopus tonkinensis. 1. 1°/o Leucin, 2°/o Glu- 
kose: zuriickgewonnen 0,449) g Leucin. Wachstum 3. Novy. 
bis 27. Nov. 1908. 

0.3469 g¢ Leucin, gelést in 20°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 


gewicht der Loésung 7,1280 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,26°. 
J ‘  — , Qo 
Mithin [a], = — 4,9°. 


2. 1%/o Leucin, 2°/o Glukose. Der Pilz war in diesem 
Falle vorher auf 200 cem = 2°/oiger Rohrzuckerlosung mit 
(NH,),PO, als Stickstoffquelle herangezogen worden, auf der 
er vom 28. Okt. — 3. Nov. 1908 gewachsen war. Er wurde 
am 3. Noy. in die Leucinldsung tibertragen und wirkte in ihr 
his zum 27. Nov. Zuriickgewonnen 0,1918 g Leucin. 


O1918 ¢ Leucin, in 20° viger Salzsiiure gelést. Gesamt- 


gewicht der Lésung 5.5620 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — O,51°. 

Mithin Ja} = — 81° 

3. 0.5°/o Leuein, 1°/o Glukose; zuriickgewonnen 0,2189 g 
Leucin. Wachstum 3. Nov. — 27. Nov. 1908. 

0.2189 g Leucin, in 20°/oiger Salzsiiure gelost. Gesamt- 
gewicht der Losung 4.8837 g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr O°. 

Mithin ja}, = 0°. 


it. 0,9°/o Leuein -!- 0,5°/o Witte-Pepton, 1°/o Glukose; 
zuriickgewonnen 0,2810 g Leucin. 

0.2810 g Leucin, gelést in 20°/oiger Salzsdéure. Gesamt- 
gewicht der Losung 5,5354 ¢; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr 0°. 

Mithin [a], = 0°. 
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IX. Oidium lactis. 1°/o Leucin, keine Glukose: zuriick- 
gewonnen 0,1496 g Leucin. 
0,1496 g Leucin, gelést in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 


gewicht der L6sung 5.5554 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,36°. 
Mithin [a|, = — 12,1°. 


X. Allescheria Gayonii. 1. 1°/o Leucin, 2°,/o Glukose; 
zuriickgewonnen |. Fraktion 0,39 g Leucin, [. Fraktion 0,25 g 
Leucin. Wachstum 27. Okt. —- 31. Nov. 1908. 

I. Fraktion 0,2926 g, geloOst in 20°/oiger Salzsiiure. (e- 


i samtgewicht der Losung 5,0363 ¢; d = 1,1. Drehung im 
1-Dezimeterrohr 0°. 
Mithin [a))) = 0°. 


Auch die Il. Fraktion zeigte keine Drehung. 

2. 1°/o Leucin, keine Glukose: zuriickgewonnen 0,30 g 
Leucin. Wachstum 3. Dez. 1908 — 3. Mérz 1909. 

Q,1554 g Leucin, gelést in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 





gewicht der Losung 5,7244 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr 0°. 
Mithin [af == (*, 
XI. Monilia candida. 1°%/o Leucin, 2°/o Glukose: zu- 
» rickgewonnen 0,6798 g Leucin. Wachstum 4.—30. Nov. 1908. 
Garung beobachtet 14. Nov. 
| 0,3598 g Leucin, gelést in 20°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 
gewicht der Losung 6,6109 g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 


meterrohr 0°. 
Mithin [a], == 0°. 
XII. Hyphomyces rosellus. 1°/o Leucin, 1°/o Glukose; 
zuruickgewonnen 0,2924 g Leucin. Wachstum 1.—27. Mai 1909. 
0),2924 g Leucin, gelést in 20°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 
gewicht der Losung 6,3268 g; d — 1,1. Drehung im 1-Dezi- \ 
meterrohr 0°. | 
Mithin [a] son 0. 


XII. Phoma betae. 1°/o Leucin, keine Glukose: zuriick- 





's gew onnen (),0754 g Leucin. Wachstum 27. April — 7. Juni 1909. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. a) 
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00,0754 g Leucin, gelost in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 5,4758 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,10°. 

Mithin [a|) = — 6,6°. 

XIV. Bacillus coli communis. 0,5°/o Leuein, 2°/o Glu- 
kose: zuriickgewonnen 0,1094 g. Wachstum bei Bruttempe- 
ratur 15. Dez. 1908 — 20. Januar 1909. 

0.1094 g Leucin, gelést in 20°/oiger Salzséure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 5,2591 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr 0°, 

Mithin [a})) = 0°. 

XV. Clostridium Americanum.') 1000ccm Nahrlésung, 
(.2°/o Glutaminséure, 0,5°/o Glukose. Zur Neutralisation der 
bei der Garung sich bildenden Saéuren wurde nicht CaCoO,, 
sondern BaCO, zugesetzt, damit das in Losung gegangene 
Baryum vor dem Eindampfen mit Schwefelsdéure quantitativ 
entfernt werden konnte; zuriickgewonnen 1,1 g Glutaminsdure. 
Garung 26. Nov. — 15. Dez. 1909. 

0,3590 g Glutaminséure und ein Molgewicht Salzsiéure. 
Gesamtgewicht der Lésung 5,2643 g; d = 1,030. Drehung 
im 1-Dezimeterrohr — 0,37°. 

Mithin [a], = — 5,3°. 

XVI. Spontane Infektion. 1°/o Leucin, keine Glukose; 
zuriickgewonnen 0,1117 g. Wachstum eines Schimmelpilzes 
3. Dez. — 26. Jan. 1909. 

0.1117 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzséiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 5,430 g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,17°. 


— =~ 


Mithin [a], == -—— 7,5°. 

XVII. Der hier verwandte Schimmelpilz wurde isoliert, 
indem ein 0,5°/oige Glukoselésung, die 0,5°/o 1-Alanin als Stick- 
stoffquelle enthielt, der Luft exponiert wurde. Von der auf 


') Vg]. hierzu H. Pringsheim, Zentralbl. f. Bakt., II. Abt., Bd. XVI 
(1906), S. 795; Bd. XX (1908), S. 248; Bd. XXI (1908), S. 673; B. XXIII 
(1909), S. 300; Bd. XXIV (1909) S. 488; Bd. XXVI (1910), S. 221 u. S, 226. 
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Pflaumendekoktagar isolierten Kultur wurden Sporen in die 
Leucinlésung abgeimpft. 

1°/o Leucin, 1°/o Glukose; zuriickgewonnen 0,2080 g 
Leucin. Wachstum 25. Juni 5. Juli 1909. 

0,2080 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 
gewicht der Losung 5,3584 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr 0°. 

Mithin aj) = 0°. 

XVIII. Der hier verwandte Schimmelpilz wurde isoliert, 
indem 0,5°/o l-Alanin als gleichzeitige Kohlen- und Stickstoft- 
quelle der Luft exponiert wurde. Das in beiden Fallen ange- 





wandte l-Alanin zeigte die Drehung |{a|) = — 10,4° in salz- 
saurer LOsung. Es war also reines l-Alanin.!) Von der auf 
Pflaumendekoktagar isolierten Kultur wurden Sporen in die 
Leucinldsungen abgeimpft. 

1. 1°/o Leucin, keine Glukose; zurickgewonnen 0 g. Ks 
war bei einem Wachstum vom 16. Juli — 23. Okt. 1909 offen- 
bar die gesamte Menge der beiden Antipoden des Leucins auf- 
gebraucht worden. 

2. 1°/o Leucin, keine Glukose; zuriickgewonnen 0,77 g 
LLeucin. Wachstum 23. Okt. — 16. Nov. 1909. 

0,2776 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiiure. Gesamt- 
gewicht der Lésung 4,1175 g: d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr 0°. 

Mithin [al = 0°. 

3. 1°/o Leucin, keine Glukose; zurtickgewonnen 0,2284 g 
Leucin. Wachstum 16. Nov. — 9. Dez. 1909. 

0,2284 g Leucin gelést in 20°/oiger Salzsiure. Gesamt- 


gewicht der Lésung 4,7345 g; d = 1,1. Drehung im 1-Dezi- 
meterrohr — 0,33°. 
Mithin [aJ)’ = — 6,6°. 


Bei starkerem Angriff findet also auch hier eine Elektion 
der natiirlichen Komponente des Leucins statt. 


') E. Fischer, Untersuchungen tiber Aminosiuren, Polypeptide 
und Proteine. Berlin 1906, S. 561, fand — 10,3 °. 
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Drehung 
Dp Prozent- re . 
Prozent- des zu. | rozent 


gehalt — piickge- | gehalt des 


gehalt der ws i 
der Niahr- wonnenen zuriick- 





) : aihrlésung : le 
Pilzspecies | Na 5 lésung  Leucins — gewonnenen 
an | | in Leucins : 
an 2()°/ojver  Leucins an 
d-l-Leucin  Glukose HCL d-Leucin 
20 
ln 01) [ah °o d-Leucin 
Aspergillus Wentii. . 0.5 2  — 863° 54 
meer . « 1 2 — 6,9° | 43 
Mucor mucedo ... . 0.5 2 — Oe 61 
1 0 | oe 0) 
javanicus .. . 1 0 | — 86° D4 
corymbifer . 0,5 2 ()° 0 
rhizopodiformis . | 1 1 Go 0 
1 1 | — 383° | 21 
Rhizopus tonkinensis I 2 (— 49° | bl 
» » 1 | 2 a 81° | 51 
0,5 | | 0° | 0 
— 5 0 | 
0.5 ca 0,5 °/o | 1 Qe | 0 
Pepton 
Oidium lactis. .... 1 0) — 121° 76 
Allescheria Gayonii 1 | 2 0° () 

» oo 1 0 O° () 
Monilia candida. . . . 1 2 ; 0) 
Hyphomyces rosellus I 1 0° | 0 
Phoma betae 1 | 0 — 6,6° 42 
Bac. coli communis. . 0,5 | 2 (0° | 0 
Spontane Infektion . . 1 0) — 7,5° ‘7 
Schimmelpilz auf 1-Ala- | 

nin -+- Glukose isoliert 1 1 , ir a 0 
Schimmelpilz auf |-Ala- | | | | 
nin isoliert. ... . 1 | 0) 0°? | 0 
Desgl. . ; | whee | | (0) | — 6,62 | 2 
Prozentgchalt Drehung der Prozentgehalt 
tenes zuriickge- , der zuriickge- 
der Nahrlisung wonnenen wonnenen 
an d-l-Glutamin- | Glutamin- | Glutaminsdure 
n | saiure als | an 1-Glutamin- 
saure | HCl-Salz saure 
Penicillium purpuro- | | 
OE ka he l | |} — 3,3° 11 
a ee 0,5 1 | — 24.99 | 81 
. a ‘ » - | big ; 
Mucor rhizopodiformis . O85 | 0,5 — 3,29 | 10 


Clostridium Americanum 0.2 0.5 — 539 | 17 
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Die vorstehende Tabelle enthilt eine Ubersicht iiber die 
Resultate. Der Prozentgehalt an aktiver Komponente berechnet 
sich aus der Drehung des d-Leucins in 20°/oiger Salzsdure 
= — 15,9° und der 1|-Glutaminsiiure als salzsaures Salz 
30,45 °. 

Bemerkenswert ist noch, da das Leucin als gemeinsame 
Kohlen- und Stickstoffquelle fiir verschiedene Pilze als gutes 
Nahrmedium gedient hatte, wahrend von anderer Seite eine 
gegenteilige Beobachtung vorliegt.!) Auch die |-Glutaminsiéure 
erwies sich ohne Gegenwart einer andern Kohlenstoffquelle als 
sehr geeigneter Niihrstoff fiir Aspergillus niger. 





— 
— 


')O. Emmerling, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Jg. XXXV (1902), 


S. 2289. 








Uber die quantitative Bestimmung des Cholesterins und der 
Cholesterinester in einigen normalen und pathologischen Nieren. 


Von 
A. Windaus. 


(Aus der medizinischen Abteilung des chemischen Universitaétslaboratoriums Freiburg i. B, 
(Der Redaktion zugegangen am 7. Februar 1910.) 


Vor einiger Zeit habe ich bei Untersuchungen tiber die 
Entgiftung der Saponine durch Cholesterin') beobachtet, dal 
das Cholesterin in alkoholischer Lésung mittels einer alkoho- 
lischen Lésung von Digitonin fast quantitativ als Komplexver- 
bindung ausgefallt wird. Die Analysen des Digitonincholesterids 
beweisen, dafs es aus einem Molekiil Cholesterin und einem 
Molekiil Digitonin zusammengesetzt ist und daf diese Vereini- 
gung ohne Austritt von Wasser stattgefunden hat: 

Cy7Hy.O -+ C55H 025?) = CygH qoIap. 
(Cholesterin) (Digitonin) (Digitonincholesterid.) 

Die Additionverbindung ist unléslich in Wasser, Aceton 
und Ather, sehr wenig léslich?) in kaltem 95°/oigen Alkohol. 
leichter léslich in kochendem absoluten Alkohol, in Methylal- 
kohol, Eisessig und besonders in Pyridin. Sie ist sehr bestan- 
dig, und es ist mir erst kiirzlich gegliickt, aus der Komplex- 
verbindung die beiden Komponenten unverdandert zuriickzu- 
gewinnen. Wihrend es nimlich beim Cyclamincholesterid und 
bei anderen Saponincholesteriden gelingt, durch Extraktion mit 
Ather das Cholesterin herauszulésen, versagt dieses Verfahren 
beim Digitonincholesterid. Bei héherer Temperatur wird in- 
dessen auch die Dissoziation des Digitonincholesterids so merk- 
lich, daf man durch Lésungsmittel, die nur Cholesterin, nicht 
aber Digitonin auflésen, eine Zerlegung der Komplexverbindung 
durchfiihren kann. Am besten eignet sich hierzu siedendes 
Xylol: 10 g Digitonincholesterid werden in eine Extraktions- 
hiilse gebracht und in dem Apparat von Stock*) zehn Stunden 

‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XLII, S. 238 (1909). 

*) Uber die Formel des Digitonins siehe Ber. d. Deutsch. chem. 


Ges., Bd. XLII, S. 239, Anmerkung 6 (1909). 
*) 100 cem 95°/oiger Alkohol lisen bei 18° die 0,004 g Cholesterin 


entsprechende Menge Digitonincholesterid. 
‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, S. 1976 (1906). 
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mit siedendem Xylol extrahiert; das Cholesterin geht dann 
vollstandig in das Xylol tiber und 1éBt sich durch Abdestillieren 
des Xylols mit Wasserdampf leicht rein erhalten, wiihrend 
das Digitonin in der Extraktionshiilse ungelést zuriickbleibt: 
es wird mit Ather ausgewaschen und kann dann direkt oder 
nach dem Umkrystallisieren aus 10 Teilen 85°/oigem Alko- 
hol fiir eine neue Fallung verwandt werden. Fiir die praktische 
| Anwendung der Methode ist es sehr wichtig, dal es leicht 
gelingt, das wertvolle Digitonin ') voilstandig zurtickzugewinnen. 
i Ebenso wie das Cholesterin verhalten sich alle bisher 
| untersuchten, nattrlich vorkommenden Sterine gegeniiber Di- 
gitonin, wahrend noch keine anderen Verbindungen aufgefun- 

den worden sind, die mit dem Digitonin unlésliche Additions- 
>) produkte liefern. Das Digitoninverfahren ist daher ein ausge- 

zeichnetes Mittel, um aus dem Unverseifbaren von Tier- oder 
L | Pflanzenmaterial die Sterine in reiner Form zu gewinnen und 

von gleichzeitig vorhandenen Kohlenwasserstoffen, Paraffinal- 
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i) koholen usw. zu trennen. 
Auch zum qualitativen Nachweis der Cholesterinkérper 
; ist die Reaktion mit Digitonin verwertbar; sie tritt noch in 


0),02°/oigen Cholesterinlésungen deutlich ein, ist allerdings nicht 
so empfindlich wie die iiblichen Farbenreaktionen. 

4 Besonders eignet sich die Methode zur quantitativen 
3estimmung des Cholesterins. Das zu untersuchende Material 
wird in der 50fachen Menge kochenden 95°/oigen Alkohols 
gelést?) und mit einer 1°/oigen Lésung von Digitonin in heibem 
90°/oigen Alkohol versetzt, so lange noch ein Niederschlag 
entsteht. Nach mehreren Stunden hat sich der Niederschlag 
abgesetzt®) und wird auf einen Goochtiegel filtriert, mit Al- 





') Leider ist Digitonin fiir die naichsten Monate nicht mehr kauflich, 
>| da die vorhandenen Vorrite erschépft sind. 

*) Sollten die Lipoide in 95°%/oigem Alkohol nicht vollstandig lis- 
lich sein, so kocht man die Masse einige Male mit etwa der zehnfachen 
Menge Alkohol aus. Das Cholesterin, das in heiffem Alkohol leicht lis- 
lich ist, geht hierbei vollsténdig in den Alkohol iiber. 

*) An der klaren iiberstehenden Lésung priift man, ob die Fallung 
volisténdig ist, und setzt, wenn ndétig, nochmals Digitoninlésung hinzu. 


eS se, 


sw 
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kohol und mit Ather gewaschen, bei 100° getrocknet und 

gewogen. Aus der Menge A des Additionsprodukts labt sich 

die Menge C des Cholesterins berechnen nach der Gleichung 
A: C = 1589,06 : 386,35, 

wobei 1589,06 das Molekulargewicht des Digitonincholesterids, 
386,35 dasjenige des Cholesterins bezeichnet. 
386,39 , 

"1589,06 — +a 

Fiir die meisten Fiille wird es geniigen, wenn man an 
Stelle der Zahl 0,2431 die Zahl 0,25 verwendet und einfach 
14 des Digitonincholesterids als Cholesterin in Rechnung setzt. 

Beispiel: 0,2246 g wasserfreies Cholesterin in 30 cem 
95°/oigem Alkohol gaben mit 80 ccm einer 1°/oigen Digitonin- 
ldsung 0.8974 g Additionsprodukt. Dies wiirde bei Verwendung 
des Faktors 0,2431 einer Menge von 0,2181 g Cholesterin, 
bei Verwendung des Faktors 0,25 einer Menge von 0,2245 g 
Cholesterin entsprechen. 

Fiir die praktische Verwertung der Digitoninmethode ist 
es von Bedeutung, dafi nur das freie Cholesterin, nicht aber 
die Ester des Cholesterins die Reaktion zeigen. Die lockeren 
Additionsverbindungen zwischen Cholesterin und Fettsauren 
verhalten sich ebenso wie freies Cholesterin. Es bietet sich 
also hier ein sicheres Mittel, um auf einfache Weise Cholesterin 
und Cholesterinester zu unterscheiden. Auch eine Trennung 
von Cholesterin und Cholesterinestern ist auf diesem Wege 
moglich, wenigstens in denjenigen Fallen, wo nicht gleichzeitig 
groie Mengen Fett vorhanden sind. 

Auf Veranlassung von Herrn Professor Aschoff habe 
ich diese Methode auf die Untersuchung einiger pathologischer 
Objekte mit doppeltbrechender Substanz angewandt. 

Uber die Natur der doppeltbrechenden Substanzen, die 
in pathologisch verfetteten Organen vorkommen, ist in der 
letzten Zeit von medizinischer und von chemischer Seite ge- 
arbeitet worden.') Diese doppeltbrechenden Substanzen sollen 


Also ist: G = A 


‘') S. hierzu Aschoff, Zur Morphologie der lipoiden Substanzen. 
Beilrage zur pathologischen Anatomie und zur allgemeinen Pathologie, 


Bd, XLVII. 





Ce 









































Uber die quantitative Bestimmung des Cholesterins usw. 113 


nach Adami und Aschoff!) sowie nach Panzer?) und nach 
Pringsheim®*) wenigstens zum Teil aus Cholesterinestern be- 
stehen, waihrend Craven Moore‘) und White®) das Vor- 
kommen echter Cholesterinester bestreiten und behaupten, dab 
lockere Additionsverbindungen zwischen Cholesterin und Fett- 
siiuren vorliegen; nach Klotz®) endlich handelt es sich um Seifen. 

In der Hoffnung, einen Beitrag zur Klirung dieser Frage 
liefern zu kOnnen, habe ich den Gehalt an Cholesterin und 
an Cholesterinestern in einigen normalen und_ pathologisch 
verfetteten Nieren bestimmt und habe hierbei sehr augenfiillige 
Verschiedenheiten beobachtet. Die Untersuchung geschah in 
folgender Weise: Die Nieren wurden zerkleinert und mit der 
3fachen Menge wasserfreien Gips versetzt; nach dem Erhiirten 
wurde die Masse staubfein gepulvert und in einem grofen 
Soxhlet- Apparat drei bis fiinf Tage mit Ather (oder mit Petrol- 
iither) extrahiert. Der Extrakt wurde eingedampft, der Riick- 
stand in der 30fachen Menge 95°/oigem Alkohol heii gelést7) 
und mit einer 1°/oigen Digitoninlésung in geringem Uberschub 
versetzt. Nach mehreren Stunden wurde das ausgefallte Digi- 
tonincholesterid abfiltriert, mit Alkohol und mit Ather ge- 
waschen, getrocknet und gewogen. Aus dieser Bestimmung 
ergibt sich der Gehalt der Niere an freiem Cholesterin. Das 
Filtrat des Digitonincholesterids wurde konzentriert und nach 
Zusatz von Wasser mit Petrolaéther (oder auch mit Ather) aus- 
-ceschiittelt. Hierbei bleibt das iiberschiissig zugesetzte Digitonin 
in der wisserig alkoholischen Losung, waéhrend Cholesterin- 

1) Proceedings Royal Society, Bd. LXXVIII, S. 359 (1906). 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 519 (1906), u. Bd. LIV, S. 239 (1907). 

°) Biochemische Zeitschrift, Bd. XV, S. 52 (1909). 

4) Medical Chronicle, Dec. 1907. 

5) Medical Chronicle, March 1908. Proceedings of the Physiological 
society, Dec. 19, 1908. 

*) Medical Research, Bd. XX, S. 1 (1909). 

- 7) Sollte der Riickstand in heifem Alkohol nicht vollstandig léslich 
sein, so wird fiir die Fallung nur der in Alkohol lisliche Teil verwendet. 
Ver unlésliche Anteil, der, wie die Digitoninprobe ergibt, nach mehr- 
‘achem Auskochen mit Alkohol kein freies Cholesterin mehr enthaJt, wird 
in einem Ather-Alkoholgemisch gelést und mit dem Filtrat des Digitonin- 
cholesterids vereinigt. 
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ester, Fette und andere Lipoide in den Petrolather iibergehen. 
Der Petrolatherauszug wurde (in den meisten Fiillen) in zwei 
gleiche Teile geteilt, der eine diente zur Isolierung der Cholesterin- 
ester, der andere zur quantitativen Bestimmung. Fiir den 
letzteren Zweck wurde der Petrolither abdestilliert, der Riick- 
stand mit alkoholischem Natriumathylat in der Hitze ver- 
seift, das hierbei gebildete Cholesterin in der iiblichen Weise 
durch Ausschiitteln mit Petrolather isoliert und nach der Digi- 
toninmethode quantitativ bestimmt. Diese zweite Fallung er- 
gibt die Menge des gebundenen Cholesterins, das urspriinglich 
als Ester vorhanden war. 

Die untersuchten Nieren stammen aus dem pathologischen 
Institut der Universitat Freiburg i. B. und sind mir von Herrn 
Professor Aschoff tibergeben worden. 


Versuch J. 

Normale Nieren von 280 g. Der Atherextrakt wog 5,76 g: 
das direkt ausgefillte Digitonincholesterid wog 2,940 g, das 
nach der Verseifung ausgefallte 0,136 g. Dies entspricht 0,735 g 
freiem und 0,034 g gebundenem Cholesterin. 

Die Nieren enthielten also 0,26°/o freies und 0,012°/o ge- 
bundenes Cholesterin. 

Der Wert fiir das gebundene Cholesterin ist vermutlich 
ein wenig zu hoch, da die erste Ausfallung, die bei Gegen- 
wart von Fett erfolgt, nicht vollsténdig sein diirfte; doch sind 
es sicher nur kleine Mengen Cholesterin, die der Fallung ent- 
gehen: denn in der ersten Fallung stecken schon 95,6°/o des 
Gesamtcholesteringehalts, und die Menge des in Loésung ge- 
bliebenen und des gebundenen Cholesterins betriégt nur 4,4°/» 
der Gesamtmenge. Aus diesem Versuch ergibt sich mit Sicher- 
heit, dai die normale Niere hoéchstens sehr geringe 
Mengen Cholesterinester enthalt. 


Versuch II. 

Normale, blutreiche Nieren von 238 g. Der Wassergehalt 
betrug 80,86 °/o. Der Atherextrakt wog 4,46 g, die Bestimmung 
ergab 0,52 g freies und 0,071 g gebundenes Cholesterin. 

Die Nieren enthielten also 0,22°/o freies und 0,030° » 


gebundenes Cholesterin. 
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Versuch III. 


Amyloidnieren mit wenig doppeltbrechender Substanz, 
Gewicht 312 g. Der Atherextrakt wog 4,90 g. Die Bestimmung 
ergab 0,84 g freies nnd 0,28 g gebundenes Cholesterin. 

Die Nieren enthielten also 0,279) freies und 0,090° » 
gebundenes Cholesterin. 

Versuch IV. 

Amyloidnieren mit viel doppeltbrechender Substanz, Ge- 
wicht 237 g. Der Atherextrakt wog 6,2 g. Die Bestimmung 
ergab 0,76 g freies und 1,31 g gebundenes Cholesterin. 

Die Nieren enthielten also 0,32°/o freies und 0,55°)» 
gebundenes Cholesterin. 

Die Menge des Cholesterinesters ist in diesem Falle also 
sehr betrachtlich. 1,31 g gebundenes Cholesterin entsprechen 
2.21 g Cholesterinélsiureester. Der gesamte Atherextrakt be- 
steht also zu etwa 35,6°/o aus Cholesterinestern. 


Versuch YV. 


Amyloidnieren mit viel doppeltberechneter Substanz, Ge- 
wicht 336 g, Wassergehalt 79,41°/o. Der Atherextrakt wog 
12,73 g. Die Bestimmung ergab 1,12 g freies und 2,199 g 
gebundenes Cholesterin. 

Die Nieren enthielten also 0,33°/o freies und 0,65°/o 
gebundenes Cholesterin. 

Auch hier laufen die mikroskopische Beobachtung tiber 
den reichlichen Gehalt an doppeltbrechenden Tropfen und die 
quantitative chemische Bestimmung iiber den Gehalt an Chol- 
esterinestern parallel. 

Die mitgeteilten Versuche zeigen also, dali die normalen 
und die pathologischen Nieren sich in ihrem Gehalt an freiem 
Cholesterin nur wenig unterscheiden; dagegen ist der Gehalt 
an gebundenem Cholesterin auBerordentlich verschieden, er be- 
trigt bei den Nieren III mit wenig doppeltbrechender Substanz 
siebenmal, bei den Nieren1V und V mit viel doppeltbrechender 
Substanz 46mal, bezw 54mal so viel wie bei den normalen 
Nieren I. Dieser auferordentlich groBe Unterschied in dem 
Gehalt an Cholesterinestern beweist, da’ eine Neubildung oder 
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eine Ansammlung von Cholesterinestern in der verfetteten Niere 
stattfindet. Die Annahme, dai es sich um eine physikalische 
Entmischung, um das Sichtbarwerden einer Substanz handelt, 
die auch unter normalen Bedindungen im geldsten Zustande 
vorhanden ist (Fettphanerose), muf als unrichtig zuriickge- 
wiesen werden. 

Die quantitativen Bestimmungen habe ich dadurch zu kon- 
trollieren gesucht, dab ich die Cholesterinester aus den patho- 
logisch verfetteten Nieren in mdglichst reinem Zustand isoliert 
habe. Wiihrend, wie oben erwiahnt, die eine Halfte des Petrol- 
iitherauszugs zur quantitativen Bestimmung der Cholesterin- 
ester diente, wurde die andere Halfte zur Trockene eingedampft 
und der Riickstand so oft aus Atheralkohol fraktioniert kry- 
stallisiert, bis die einzelnen Fraktionen ihren Schmelzpunkt 
nicht mehr veriéinderten. Hierbei erhielt ich aus den Nieren 
[V und V zwei Hauptfraktionen, von denen die schwerer lis- 
liche bei 76—79°, die leichter losliche bei 41—45° schmolz. 
Die Menge der letzteren war etwa dreimal grofer als die der 
ersteren. 

Die Fraktion vom Schmelzpunkt 76—79° war frei von 
Stickstoff oder Phosphor; die Reaktionen auf freies Cholesterin 
(Digitoninprobe und Golodetz-Probe)!) waren negativ; die 
Liebermann-Burchardsche Probe, die auch yon Chol- 
esterinestern gegeben wird, war positiv. Beim Schiitteln mit 
Sodalésung wurde die Substanz nicht verindert, bei der Ver- 
seifung lieferte sie als einziges neutrales Produkt reines 
Cholesterin; mit synthetischem Cholesterylpalmitat vom Schmelz- 
punkt 79° vermischt dnderte sie ihren Schmelzpunkt nicht. 
Auf meine Bitte hat Herr Professor Jager (Groningen) die 
Freundlichkeit gehabt, sowohl das synthetische Cholesteryl- 
palmitat als auch die Substanz aus den verfetteten Nieren 
mikroskopisch zu untersuchen und besonders die verschiedenen 
doppeltbrechenden Phasen, welche die beiden Substanzen in 
geschmolzenem Zustande zeigen, miteinander zu vergleichen. 

Herr Professor Jiger, dem ich fiir seine Hilfe auch an 
dieser Stelle vielmals danken méchte, hat hierbei ein vollstiandig 


') Chemikerzeitung, Bd. XXXII, 8S, 160 (1908). 
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iibereinstimmendes Verhalten beobachtet und mir brieflich er- 
klirt, daB die Substanz aus pathologisch verfetteten 
Nieren zweifellos mit Cholesterylpalmitat iden- 
tisch sel. 

Die Fraktion vom Schmelzpunkt 41—45° verhielt sich 
vegentiber Reagenzien genau so wie die Fraktion 76—79°. 
Mit synthetischem Cholesteryloleat gemischt veranderte sie ihren 
Schmelzpunkt nicht und diirfte also im wesentlichen aus Chol- 
esteryloleat bestehen. Hiermit stimmt das Resultat einer Ele- 
mentaranalyse geniigend tiberein. 

0,1645 ¢ Substanz: 0,4978 g CO,, 0,1781 ¢ HO. 
Berechnet fiir C,,H,,0,: C 83,00°%o, H 12,08 ° ». 
Gefunden: C 82,53 °/o, H 12,11 %o. 

Zur Kontrolle habe ich in dem Ester eine quantitative 
Cholesterinbestimmung vorgenommen: 

(2202 ¢ Ester lieferten 0,5294 g Digitonincholesterid. 
Dies entspricht 0,1287 g Cholesterin, wiihrend sich fiir die 
angewandte Menge Ester 0,1308 g Cholesterin berechnen; oder 
in Prozenten ausgedriickt: der untersuchte Ester ergab 58,44°/o 
Cholesterin, wihrend sich fiir Cholesteryloleat 59,39°/o Chol- 
esterin berechnen. 

Der gefundene Wert stimmt also mit dem theoretischen 
geniigend iiberein, und es ergibt sich, daB auch hier das Chol- 
esterin das einzige neutrale Produkt der Verseifung darstellt. 

Die aus den verfetteten Nieren von mir isolierten Ester 
habe ich Herrn Professor Aschoff tibergeben, und er hat sich 
liberzeugt, da sich diese Ester bei der Untersuchung im Pola- 
risationsmikroskop und gegentiber Farbstoffen genau ebenso 
verhalten wie die doppeltbrechenden Tropfen der Nieren. Alle 
diese Versuche ergeben mit grofer Wabhrscheinlichkeit, dal 
die doppeltbrechenden Tropfen der pathologisch verfetteten 
Nieren aus Gemischen von Cholesterylpalmitat und Cholesteryl- 
Oleat bestehen; die Annahme von Craven Moore und 
von White, dafi es sich nicht um echte Ester, sondern um 
lockere Additionsprodukte zwischen Cholesterin und Fettsiuren 


handle, ist sicher unrichtig. 





Bildung von Prolin bei der Hydrolyse von Gelatine mit Baryt. 
Von 


Emil Fischer und Reginald Boehner. 


(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 9. Februar 1910.) 


Die Frage, ob das Prolin als primares Spaltprodukt der 
Proteine zu betrachten sei, oder ob es sekundiér aus anderen 
Bestandteilen der Proteine entstehe, ist von dem einen von 
uns ‘viederholt diskutiert worden.!) Er kam dabei zum Schlub, 
dafi die erste Moéglichkeit, die primiére Entstehung der Amino- 
siuren, das Wahrscheinlichere sei, denn das Prolin entsteht 
nicht allein bei der Hydrolyse durch heife Sauren oder Al- 
kalien, sondern auch bei der enzymatischen Spaltung der Pro- 
teine, wie die Versuche von E. Fischer und Abderhalden 
gezeigt haben. In Ubereinstimmung damit steht die Beobach- 
tung von Levene und Beatty,?) daB bei der tryptischen Ver- 
dauung ein Glycylprolinanhydrid gebildet wird. Aber bemer- 
kenswert ist doch, dafX bei diesen enzymatischen Spaltungen 
die Menge des Prolins immer sehr gering war, und dafi auch 
bei der Behandlung des Caseins mit Alkali weniger Prolin ge- 
funden wurde, als bei der Séurehydrolyse.*) Zudem ist fiir die 
Isolierung des Prolins in den meisten Fallen der Umweg tiber 
die Ester gewiahlt worden. Es war deshalb die Méglichkeit 
nicht ausgeschlossen, daf das bisher aus den Proteinen iso- 
lierte Prolin wenigstens teilweise nicht primar, sondern sekun- 
dir, vielleicht aus der a-Amino-d-Oxyvaleriansaure, die S. P. L. 


') E. Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIII, S. 169 (1901), und 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, S. 604 (1906). 
*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXIX, S. 2060 (1906). 
E. Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXV, S. 227 (1902). 
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Sérensen') durch Kochen mit Salzséure in Prolin tiberfiihren 
konnte, oder aus ahnlichen Substanzen entstand. Wir haben 
aus diesem Grunde nochmals die Hydrolyse der Gelatine, die 
bekanntlich viel Prolin liefert, unter Bedingungen studiert, wo 
die Aminoséuren niemals mit freien Mineralsaéuren in Bertihrung 
kommen. Das gelingt durch Hydrolyse mit Barytwasser. Sie 
ist bei 100° nach 3 Tagen scheinbar beendet. Das Prolin wird 
dabei fast vollstandig racemisiert*) und Jabt sich infolge dessen 
hinterher verhaltnismifig leicht in Form seines ziemlich schwer 
ljslichen Kupfersalzes isolieren. Wir sind so zu dem Resultat 
gekommen, dab die bei 100° getrocknete Gelatine («Golddruck » 
Kahlbaum) 7,6°/o Prolin liefert. Diese Menge ist fast 1! 2mal 
so gro, als die friher bei der Saurehydrolyse der Gelatine 
cefundene.*) Aber im letzteren Fall war die Aminoséure durch 
die Estermethode in der urspriinglichen einfachen und unvoll- 
kommenen Form isoliert. 

In neuerer Zeit haben Zd. H. Skraup und A. v. Bieh- 
ler indirekt die Menge des Prolins aus Gelatine zu bestimmen 
versucht.4) Da sie bei 4facher Wiederholung der Veresterung 
fast doppelt so viel Gesamtester aus Gelatine erhielten, als E. 
Fischer, Levene und Aders, so berechnen sie auch die 
Menge, die jene fiir Prolin gefunden haben, auf das Doppelte, 
mithin 10,4°/o, und meinen, daB diese Zahl noch erheblich zu 
niedrig sei. Wir halten solche Schitzungen fiir recht unsicher, 
da die Qualitaét der Ester mit der Art der Isolierung und der 
Destillation schwankt. Ubrigens ist schon frither von E. Fischer 
nachgewiesen worden, dali man bei einmaliger \Wiederholung 
der Veresterung eine nicht unerhebliche Menge, etwa 30°/o 
mehr Kster von Aminosauren aus Gelatine gewinnt,*) als in 


) Trav. du Labor. Carlsberg, Bd. VI, S. 137 (1908). 

*) Ahnliches wurde friiher bei der Hydrolyse des Caseins durch 
Alkah bei 100° beobachte!. E. Fischer, Diese Zeitschrift. Bd. XXXV, 
S. 227 (1902). 

*) E. Fischer, P. A. Levene und R.H. Aders, Diese Zeitschrift, 
Bd. XXXV, S. 70 (1902). 

*) Monatshefte f. Chemie, 1909, S. 467. 

*) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXV, S. 2661 (1902). 
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der Abhandlung von Fischer, Levene und Aders angegeben 
wurde. 

Jedenfalls glauben wir, da vorlaufig die Menge des 
Prolins aus Gelatine, wenn man sicher gehen will, nicht hoher 
als 7,6°/o oder auf aschefreies Material berechnet als 7,7° , 
angenommen werden kann. 

Da diese Menge in alkalischer LOsung entsteht, so wiirde 
die a-Amino-d-Oxyvaleriansiiure als primires Produkt fiir sie 
nicht in Betracht kommen, weil sie nach SOrensen durch Er- 
hitzen mit Baryt nicht in Prolin umgewandelt wird. Wir kennen 
auch sonst kein Valerianséurederivat, das unter diesen be- 
dingungen Prolin liefert, und es bleibt also zurzeit nur die 
Annahme iibrig, dafi das Prolin aus der Gelatine primiir ent- 
steht. Damit wird das Gleiche fiir die anderen Proteine, so 
lange nicht entgegenstehende Beobachtungen vorliegen, eben- 
falls recht wahrscheinlich. 

Auffallend ist aber noch immer die geringe Menge von 
Prolin, die man bisher bei der enzymatischen Spaltung der 
Proteine erhalten hat. Da das 1-Proly!-d-phenylalanin durch 
Pankreatin ziemlich leicht hydrolysiert wird,!) so erscheint es 
erwlinscht, dafi die Verdauungsversuche mit Riicksicht auf die 
Menge des dabei gebildeten Prolins wiederholt werden. 

200 g Gelatine (mit 16°/o Wasser und 1,7°/o Asche) 
wurden mit 2400 ccm Wasser und 800 g krystallisiertem Baryum- 
hydroxyd in einer Flasche aus Eisenblech im kochenden Wasser- 
bad erhitzt. Nach 14 Stunden war die Biuretreaktion ver- 
schwunden, aber die Hydrolyse noch nicht beendet, denn die 
Fliissigkeit enthielt jetzt, wie wir durch die Estermethode nach- 
weisen konnten, verhiiltnismébig wenig Aminosauren, wohl aber 
erhebliche Mengen von polypeptidartigen Stoffen, wahrschein- 
lich Di- und Tripeptide, mit deren Untersuchung wir noch be- 
schiiftigt sind. Das Erhitzen mit dem Barytwasser wurde des- 
halb 3 Tage fortgesetzt, dann die Fliissigkeit abgekihlt, das 
auskrystallisierte Baryumhydroxyd abgesaugt und das Filtra! 
unter vermindertem Druck eingedampft, bis alles Ammoniak 


') E. Fischer und A. Luniak, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 
Bd. XLII, S. 4756 (1909). 
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F vertrieben war. Wir haben jetzt den Baryt aus der Fliissig- 
keit genau mit Schwefelséure ausgefallt, dann zentrifugiert, die 


klare Fliissigkeit abgehoben, den Niederschlag nochmals mit 
heifem Wasser ausgelaugt und wieder zentrifugiert. Die ver- 
einigten Mutterlaugen wurden nun unter etwa 15 mm Druck 
zur Trockene verdampft und der Riickstand 4mal mit je 
500 cem Alkohol tiichtig ausgekocht. Dabei geht das Prolin 
in LOsung, wahrend die meisten anderen Aminosduren zuriick- 
bleiben. Die alkoholischen Ausziige wurden unter vermin- 
dertem Druck zum Sirup eingedampft und dieser wiederum in 
500 ccm heiBem Alkohol gelést. Dabei blieb noch ein kleiner 
! tiickstand von gewohnlichen Aminoséuren. Die alkoholische 
Mutterlauge wurde abermals in der gleichen Weise verdampft 
| und der Riickstand nochmals mit absolutem Alkohol aufge- 
nommen. Das alkoholische Filtrat hinterlieS nun beim Ver- 
dampfen unter geringem Druck 35,5 g eines gelbgefiirbten Sirups, 
der in absolutem Alkohol v6llig l6slich war. Zur Isolierung 
des Prolins, das fast vollstaéndig racemisiert war, diente das 
Kupfersalz. 
Zu dem Zweck wurde der Sirup in etwa 700 cem Wasser 
gelOst, mit tiberschtissigem frisch gefalltem reinem Kupferoxyd 
'/2 Stunde gekocht und die heif filtrierte Losung unter etwa 








; 15 mm Druck eingedampft, bis eine reichliche Krystallisation 
von Kupfersalz erfolgt war. Seine Menge betrug nach dem Ab- 


saugen und Trocknen an der Luft 11,7 g. 

Fir die Analyse war das Salz nochmals aus wenig heibem 
Wasser umkrystallisiert, wobei etwa 20°/o in Lésung blieben, 
und an der Luft getrocknet. 

0,4338 g Substanz verloren bei 100° 0,0472 ¢ H,0O. 

(,,H,,0,N,Cu -+ 2H,0 (327,75). Berechnet: H,O 10,99°. 

Gefunden: » 10.88%. 
0.3866 g Substanz: 90,1052 g CuO. 
C,.H,,0,N,Cu (291,72). Berechnet: Cu 21,79 o. 
Gefunden: » 21,74°. 





Die aus dem gereinigten Kupfersalz dargestellte freie 
Aminosiiure schmolz gegen 205° unter Gasentwicklung und 
gab folgende Zahlen: 





Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 9 
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0.1600 g Substanz gaben 0,3044 g CO, und 0,1131 g H,O. 
Berechnel fiir C,H,O,N (115,08): C 52,14°/o, H 7,88°%o. 
Gefunden: > 51,89°,0, » 7,91%o. 

0.1693 g Substanz gaben 18,0 ccm N tiber 33°/oiger Kalilauge (16°, 747 mm). 
Berechnet: 12,17°/o. 
Gefunden: 12,21°/o. 

Die erste wasserige Mutterlauge wurde unter vermin- 
dertem Druck weiter eingeengt. Sie gab dann eine zweite 
Krystallisation von 5 g. Die direkte Analyse zeigte, dafi dieses 
Prolin noch ziemlich rein war. 

0,3682 g Substanz verloren bei 100° 0,0420 g H,O. 

(:,,H,,0,N,Cu -+ 2H,O (327,75). Berechnet: H,O 10,99°%o. 

Gefunden: » 11,41°/o. 
0.3262 ¢g getrocknete Substanz: 0,0880 g Cu. 
C,oH,,O,N,Cu (291,72). Berechnet: Cu 21,79 °/o. 
Gefunden: » 21,55°/o. 

Ein nochmals aus heifiem Wasser umkrystallisiertes Produkt 
gab noch besser stimmende Werte. 

0.5758 g Substanz verloren bei 100° 0,0638 g H,O. 

CoH,,O,N,Cu -- 2H,O (327,75). Berechnet: H,O 10,992 c. 

Gefunden: » 11,08°. 
0.5120 g getrocknete Substanz: 0,1394 g CuO. 
C,)H,,O,N,Cu (291,72). Berechnet: Cu 21,79°/o. 
Gefunden: » 21,75°)0. 

Die letzte Mutterlauge gab nach starkem Einengen in 
einer Platinschale eine dritte Krystallisation, aus der durch 
einmaliges Umlésen noch 1,6 g eines ziemlich reinen Kupfer- 
salzes erhalten wurde. 

Die Gesamtmenge des Kupfersalzes betrug mithin 18,3 g 
und wenn dasselbe auch nicht absolut rein war, so ist doch 
die Menge fremder Aminosiiuren sehr wahrscheinlich nicht 
groBer gewesen, als der Rest von Prolin, der in der letzten 
Mutterlauge der Kupfersalze gelést blieb. 

18,3 g wasserhaltiges Kupfersalz entsprechen 12,8 g Prolin, 
die aus 200 g wasserhaltiger oder 168 g trockener Gelatine 
entstanden waren. Mithin Prolin 7,6°/o der angewandten Gela- 
tine oder 7,7°/o berechnet auf aschefreies Material. 

Nach der Abscheidung des racemischen Prolinkupfers 
hinterlieBen die wisserigen Mutterlaugen beim volligen Ver- 
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dampfen eine tiefblaue amorphe Masse, die mit viel Alkohol 
ausgekocht wurde. Als der alkoholische Auszug verdampft 
und der Riickstand abermals mit absolutem Alkohol ausgekocht 
war, betrug die geldste Menge nicht mehr als 1.9 g. Wir 
schlieBen daraus, dafi die Menge des aktiven Prolins, das hier 
als Kupfersalz sich finden miifte, héchstens 1 g betragen haben 
kann. Wir haben iibrigens auf die Isolierung der Aminosdure 
aus dem noch unreinen Kupfersalz verzichtet. 

Obige Methode zur Bestimmung des Prolins in den Pro- 
‘einen ist zweifellos genauer und sicherer als der friiher be- 
nutzte Umweg iiber die Ester. Wir werden sie deshalb benutzen, 
um einige friiher erhaltene Zahlen zu priifen, und haben fir 
das Casein schon festgestellt, daB seine Hydrolyse durch Baryt- 
wasser bei 100° ohne Schwierigkeit erreicht wird. 


a 











Untersuchungen iiber die chemische Zusammensetzung und 
Bildung der Enzyme. 


I. Mitteilung. 
Von 


Hans Euler und Beth af Ugglas. 





Mit zwei Kurvenzeichnungen im Text. 


Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1910.) 


Der Temperaturkoeffizient der Invertase. ') 


Die hier mitzuteilenden Versuche sind teils von einem 
praktischen, teils von einem theoretischen Gesichtspunkt aus 
angestellt worden. 

Der praktische Gesichtspunkt war der folgende: Da es 
nach Angaben — allerdings mehr qualitativer Natur — hervor- 
zugehen scheint, dai schon duberst geringe Konzentrationen 
von freien Basen die hydrolysierenden Enzyme der Kohlen- 
hydrate dauernd inaktivieren, und da anderseits fiir die Wirkung 
dieser Enzyme gewisse Optima der Wasserstoffkonzentrationen 
existieren, so war es nicht unwahrscheinlich, dab auch die 
Stabilitaét der in wasseriger Losung befindlichen Enzyme durch 
geringe Sduremengen wesentlich gesteigert wiirde. Es wirde 
in diesem Fall ein solcher Séurezusatz einen erheblichen Vor- 
teil beim Arbeiten mit gereinigten wisserigen Enzymlésungen 
bedeuten. 

Kine weitere Gruppe von Beobachtungsreihen betrifft den 
Temperaturkoeffizienten der enzymatischen Rohrzuckerspaltung, 
liber welchen bis jetzt Angaben vorlagen, welche stark von- 


') Aus Svenska Vet. Akad. Arkiv f. Kemi, Bd. III. 
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einander abweichen und deshalb als Grundlage fiir theoretische 
Betrachtungen kaum verwendbar sind. 

Die zwei verschiedenen Temperatureinfliisse, welche also 
Gegenstand unserer Untersuchung gewesen sind, lassen sich am 
besten folgendermafen prizisieren (vgl. Tammann, Z. physik. 
Chem., Bd. XVIII, S. 436, 1895). 

In einer wasserigen LOsung, welche Invertase und Rohr- 
zucker enthalt, gehen gleichzeitig zwei Reaktionen vor sich: 
1. Das Enzym wird durch eine freiwillige Veriainderung unbe- 
kannter Art zerstért. 2. Der Rohrzucker wird durch das noch 
aktive Enzym invertiert. 

Beziiglich der Reaktion 1 ist die einfachste Annahme die, 
daB das Enzym durch eine monomolekulare Reaktion in- 
aktiviert wird, unabhingig von dem, was sich sonst in der 
Losung befindet. Wenn also E die anfiangliche Enzymkon- 
zentration bedeutet, y die Enzymkonzentration zur Zeit t, so 
wird man setzen: 


dy ' 
und man erhalt durch Integration 
1 E 
ke = s In — 


Bedeutet ferner, wie gewOhnlich, a die Konzentration des 
urspriinglich vorhandenen Substrates, welches nach der Gleichung 
1. Ordnung gespalten wird, so ist 
dx 
dt 
d. h. die Geschwindigkeit, mit welcher sich die Reaktion zur 
Zeit t vollzieht, mufi gleich sein dem Produkt der noch vor- 
handenen Mengen des Enzyms und des sich umwandelnden 
Stoffes. 

Wir werden im folgenden ky als die «Inaktivierungskon- 
stante» des Enzyms bezeichnen. Wie wir spater sehen werden 
(5. 128 u. ff.), ist die Invertase bis etwa 50° in Lésungen, welche 
keinen Uberschu8 an Hydroxylionen enthalten, recht stabil; laBt 
man also die enzymatische Rohrzuckerspaltung etwa zwischen 


= k(a—x)(E—y) 


T= 
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0° und 30° vor sich gehen, und zwar unter solchen Bedingungen, 
daB die Reaktion innerhalb weniger Stunden verliuft, so kann 
man sicher sein, daf{ wéhrend der Reaktionszeit die Gesamt- 
konzentration des Enzyms, E, unverandert bleibt. Machen wir 
die Annahme, dafi die enzymatische Inversionsgeschwindigkeit 
der Konzentration der wirksamen Invertase proportional ist 
— eine Annahme, welche, innerhalb eines gewissen Konzen- 
trationsgebietes wenigstens, tatséchlich zutrifft —, so koénnen 
wir aus der Inversionsgeschwindigkeit die relative Invertase- 
konzentration berechnen. Will man also ermitteln, wie schnell 
bei einer gegebenen Temperatur Invertase in wasseriger L6sung 
oder im wiisserigen Hefenextrakt inaktiviert wird, will man 
also die Inaktivierungskonstante k; messen, so hat man folgen- 
dermaben zu verfahren: 

Man halt die invertasehaltige LOsung wihrend gewisser 
Zeiten auf der zu untersuchenden Temperatur, kiihlt dann ab 
und verwendet sowohl den nicht erwérmten Saft als die héheren 
Temperaturen ausgesetzt gewesenen Sifte in vergleichbarer 
Weise als Katalysatoren. Erhalten wir beispielsweise mit dem 
nicht erwiirmten Saft die Inversionsgeschwindigkeit k,, mit einem 
Saft, welcher 30 Minuten auf 60° erwiirmt war, die Inversions- 
geschwindigkeit (natiirlich bei der gleichen Temperatur gemessen ) 
k, so wird fiir 60° 


1 k 
ke = —— ] . 
e= 30 k, 
Die Konstante kp: ist also das exakte Mab fiir die Stabilitiit 
der Enzyme, — sie ist derselben umgekehrt proportional. — 


Wie eingangs erwahnt, kam es uns darauf an, die H-lonenkon- 
zentration zu ermitteln, welche der maximalen Stabilitit entspricht, 
und wir haben deshalb die Beziehung zwischen der Aciditiit der 
Losung der Invertase und der Konstanten ky untersucht. 


Arbeitsmethode. 


Bei allen in dieser Arbeit beschriebenen Versuchen wurde 
mit wiisserigem Hefenextrakt gearbeitet, da wir gerade die 
Haltbarkeit der Invertase im Extrakt behufs passender Anord- 
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nung der Reinigungsmethoden kennen lernen wollten. Unsere 
Untersuchung ist also noch durch Versuche mit gereinigter Inver- 
tase zu erganzen. 

Die Hefe, welche uns die hiesige Brauerei «Hamburger 
Bryggeriet» bereitwilligst zur Verfiigung gestellt hatte, wurde 
mit Eiswasser gewaschen, koilert, stark abgeprebt und sofort 
in einem Passburgschen Vakuumtrockenapparat bei etwa 30° 
getrocknet. Die vollstiindige Entwasserung war etwa innerhalb 
einer halben Stunde vollendet. Dann wurde die trockene Hefe 
gepulvert und in einem grofen Brutschrank etwa 10 Stunden 
auf 50° erhitzt. Das so hergestellte Hefepulver wurde zu jeder 
Versuchsreihe in der 10fachen Menge Wasser suspendiert und 
bei Zimmertemperatur etwa 10 Stunden stehen gelassen. Dann 
wurde der Extrakt von der Hefe abfiltriert und der klare Saft 
durch Behandeln mit Kaolin vom gr6Bten Teil des Eiweibes 
befreit. Hierauf wurde durch Zusatz von Salzsaiure oder Kssig- 
siiure dem Saft der gewiinschte Gehalt an H-lonen erteilt. Ent- 
stand durch den Siiurezusatz noch eine Triibung, so wurde 
nochmals filtriert und die Aciditét kontrolliert. 

Die Aciditéit wurde nach den Angaben von Sorensen’) 
mittels Indikatoren festgestellt, indem der Farbenumschlag 
mit Phosphatmischungen oder Glykokoll6sungen  verglichen 
wurde. 

Die Inversionsgeschwindigkeiten, welche durch Zusitze 
gewisser Saftmengen eintraten, wurden fiir die zuniichst mitzu- 
teilenden Versuche siamtlich bei 20° ermittelt. Die Lésungen 
befanden sich genau bei dieser Temperatur im Wasserbad. 
Unmittelbar nach Herstellung der Saft-Rohrzuckermischung und 
dann von Zeit zu Zeit wurden Proben von 20 cem ent- 
nommen und in 10 cem einer 0,2 normalen Sodalésung einpi- 
pettiert. Dadurch kam die Reaktion zum Stillstand und gleich- 
zeitig wurde die Multirotation der Glukose beendet. Alle Proben 
wurden bei 20° im 2 dm-Rohr in einem Polarisationsapparat 
nach Lippich mit 3teiligem Gesichtsfeld bei Natriumlicht be- 
obachtet. 


') Biochemische Zeitschrift, Bd. XXI, S. 201 (1909). 





128 Hans Euler und Beth af Ugglas, 





1. Versuchsreihe. 














Konzentration der H’-Ionen: 5- 107° | k- 10° | Kp 
Inversion mit frischem Hefeprefisaft | 390 -- 
, » 30 Minuten auf 40° erwirmtem Saft . | 380 0.000377 
| 


, >» 60 : » 46) > >» .| 370 | 0,000380 
Mittelwert. ... | — 0000378 
Inversion mit 30 Minuten auf 60° erwarmtem Satt . | 102 | 0.0194 
Die Konstanten dieser Versuchsreihe sind folgendermafben 
ermittelt worden: 





Tabelle A. 








Minuten Drehung | a-—xX | k- 10° 
0 7,50° 10,25 “ 
1,5 1.98 7,73 390 
2 4.28 7,03 | 390 
if 3.73 6.48 | 390 
L — 27d — — 


Tabelle B. 




















Minuten Drehung | a—x | k- 10° i 
0 7,509 | 10,25 | — 
35 1,78 | 7,58 | 382 
+7 £.00 6.80 380 
62 3.25 6,00 | 375 
x — 2,79 _ | — 


Tabelle C. 














Minuten Drehung a—x | k- 10° 
0 750° | 10,25 | - 
0 1.23 | 7,98 | 362 
' } 
‘0 451 | 7,26 | 375 
i() 392 | 6,67 374 
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Tabelle D. 














Minuten | Drehung | a—x k- 10° 
: , 
0 7,709 10,45 ia 
33 | 6,95 | 9,70 | 100 
52 | 6,50 | 9.25 | 102 
121 | 5,10 | 7,85 103 


2. Versuchsreithe. 









Konzentration der H’-lonen: 2+ 107° | k- 10° Ky: 
Inversion mit frischem Hefeprefsaft .... 2...) 445 | — 
30 Minuten auf 40° erwirmtem Saft . | 4055  0,0003833 
~~ > » 400 +. 398° | 0,000300 
Mittelwert. . . .| —  0,000316— 
Inversion mit 30 Minuten auf 60° erwirmtem Saft . | 104 — 0,0200 


3. Versuchsreihe. 




















k- 10° 
Konzentration | k- 10° 
der H’-Ionen Ky 
| _| Mittel 
7-107 °'7-10~“ 
Inversion mit frischem Hefeprefisaft. . .]| 257 | 263 260 | — 
> > 30 Min. auf 57° erwarmt. Saft] 226 | 235 230 | 0.0018 
» 30 >» » 62° . ’ 139157 148 10,0081 
‘ » 90 » » 65° » , 66 | 64 65 10,020 


Da die oben mitgeteilten Zahlen darauf hinzudeuten schie- 
nen, da8 der Temperaturkoeffizient der Inaktivierungskonstanten 
k. nicht konstant ist, sondern von etwa 60° an groOBer ist als 
unter dieser Temperatur, so wurde ein mdglichst grobes Tem- 
peraturintervall untersucht, némlich 50—65°. Es ist dies das 
grobte Temperaturgebiet, das man unter vergleichbaren 
Umstanden, ohne also die Konzentration des Saftes starker 
als im Verhiltnis 1: 4 zu dindern, untersuchen kann. Andert 
man niamlich die Saftkonzentrationen starker, so hért die Pro- 
portionalitat zwischen Konzentration und Enzymgehalt auf und 
die Deutung der Resultate wird zu unsicher. Schon in dem 
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untersuchten Konzentrationsgebiet andert sich ja die Konstante 
ke im Verhiiltnis 1 : 50. 
4. Versuchsreihe. 


ee es 


- 4). i 

















Konzentration der H'-Ionen: 107° | k - 10° - gef. | ber. 
Inversion mit frischem Hefeprebsaft. . . . 265 276 — | 
» 120 Min. auf 50° erwirmt. Saft 237 244 ( 14 
60 > » 55° » | 9% | 18 | 27 

BO» 57° . » 236 | 19 | isd 

BO» 60% > 205 | 40X | 

» 30 » 62° » 157 78 76 

30 > » 65° ; ; 69 198% 198 


Berechnet man aus der obigen Versuchsreihe 4 fir ky. 


die Temperaturkonstante nach der Arrheniusschen Forme! 
a7, —T, 
k, = k, 2? hN 
so findet man aus den Werten fiir 60 und 65° 
A = 72000. 

Berechnet man mit dieser Konstanten kg fiir die tbrigen 
Temperaturen, so findet man eine bedeutende Abweichung 
zwischen der gefundenen Zahlenreihe und der berechneten. Da die 
Arrheniussche Formel durchweg den Gang der Reaktions- 
konstanten mit der Temperatur sehr gut wiedergibt, so ist also 
anzunehmen, dal sich bei der Inaktivierung der Invertase ein 
KinfluB geltend macht, der bei gew6hnlichen chemischen Reak- 
tionen nicht auftritt. 

Ks hat den Anschein, da8 der Temperaturkoeffizient der 
Inaktivierungskonstanten ky bis zu einer gewissen Temperatur 
ansteigt und ein Maximum erreicht. Die Lage dieses Maximums 
scheint nicht ganz konstant zu sein, sondern mit der absoluten 
GréBe von ky etwas (innerhalb einiger Grade) zu variieren. 
Es ist bemerkenswert, daB Tammann!') etwas Ahnliches fiir 
Emulsin gefunden hat. Wir setzen zum Vergleich seine Zahlen 


hierher. 


1) Zeitschrift f. physikal. Chemie, Bd. XVII[, S. 438 [1895]. Die 
Konstanten k, sind daselbst mit Stunden als Zeiteinheit ausgerechnet. 
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Temperatur k, gefunden k, berechnet 
HM) 0,04 | 0.01 
iM) 0,18 | 0,10 
60 0,80 | 0,80 
65 2,86 | 2.20 
70 bY dY 
75 14.7 15.3 


5. Versuchsrethe. 
a 














k - 10° 
Konzentration | k + 10° 
der H’-Ionen Kye 
. | Mittel 
8-107 413-107” 
Inversion mit frischem Hefeprefisaft . . .] 262 274 268 — 
» 30 Min. auf 57° erwarmt. Saft — 241 241 [O,0015 
» BO » 62° > 142 153 148 10,0086 
> SO » » 6° a — 63. 10,021 


6. Versuchsrethe. 
TTT a. 














k + 10° 
Konzentration | k - 10° 
der H’-Ionen Ky. 
‘ _| Mittel 
2-107‘ 1-107” 
Inversion mit frischem Hefeprefisaft . . .[ 223 | 240 231 _— 
30 Min. auf 55° erwarmt. Saft? 180 169 175 10,0039 
30 » 59° > 134 147 141 | 0.0072 
30 , §2° D4 dd dd 1 0,020 


Wir haben in den vorhergehenden Tabellen zur Berech- 
nung von ky bei verschiedenen Temperaturen das Mittel aus 
den beiden Parallelversuchen genommen, welche bei verschie- 
denem Aciditiitsgrade ausgefiihrt worden waren. Die Unter- 
schiede in den gefundenen k-Werten liegen niimlich fast inner- 
halb der Versuchsfehler. Berechnet man die I[naktivierungs- 
konstanten fiir die beiden Parallelreihen gesondert, so erhiilt 
man z. B. aus der letzten Tabelle folgende Zahlen fiir kg : 
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Temperatur H’-Konzentration 
2.107 1-10~-° 
ad 0,0031 0,0054 
a9 0,0073 0,0074 
62 0,020 0,0213 


Als Resultat ergibt sich also, dai Invertase im Hefenex- 
trakt fiir H-Konzentrationen von etwa 10~’ bis 10-* nur sehr 
wenig empfindlich ist. 

H’-Konzentrationen von 10~-* vermindern schon die Sta- 
bilitit und Konzentrationen von 10~? inaklivieren die Inver- 
tase schon bei 50° sehr rasch. (Bei den Versuchen mit diesen 
Konzentrationen wurde nach dem Erwiérmen des Saftes vor 
dem Zusatz desselben zur Rohrzuckerlésung natiirlich die op- 
timale Wasserstoffkonzentration durch Zusatz von Alkali her- 
gestellt.) 

AuBerordentlich empfindlich ist die Invertase gegen OH- 
lonen. Schon QOH-Konzentrationen von 10-° rufen bei 50° 
fast augenblicklich dauernde Inaktivierung hervor, die also 
durch nachherigen Saéurezusatz nicht mehr aufgehoben werden 
kann. Der Grad der Inaktivierung war bei unseren Versuchen 
so grof, daf die erhaltenen Zahlen keinen Anspruch auf Ge- 
nauigkeit machen kénnen; ihre Wiedergabe mag also hier 


unterbleiben. 
Versucht man, die samt- 


Fig. 1. lichen erhaltenen Resultate zu 

ee) aan | | einer Kurve zu _ vereinigen, 

| welche die Abhiingigkeit der 

| Inaktivierungsgeschwindigkeit 

-_von der H’-Konzentration dar- 

stellt, so erhalt man neben- 
stehendes Bild. 

Fragt man sich nun, welche 

Stoffe eine Empfindlichkeit 

aihnlicher Art gegen H’- und 


a 





3 4 -5 6 °-7 -g QOH -Ionen aufweisen, so 
scheint uns die Analogie mit 
den multirotierenden Zucker- 


Sxpmentern der H- Kone 
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arten am auffallendsten. Den EinfluB der Aciditit bezw. Alkali- 
nitét auf die Geschwindigkeit des Riickganges der Multirotation 
der Glukose haben Y. Osaka’) und C. 8. Hudson?) untersucht. 
Letzterer Forscher hat seine eigenen und Osakas Ergebnisse 
in einer Formel zusammengefabt, welche den Einflu$8 der H- 
und OH‘-Ionen auf die Umwandlungsgeschwindigkeit sehr gut 
darstellt : 
k = 0,0096 ++ 0,258 (H’) + 9750 (OH’). 

Man sieht direkt, wie auberordentlich viel empfindlicher 
die a-Glukose gegen Hydroxylionen als gegen Wasserstoffionen 
ist. Der Unterschied in der Wirkung der beiden Ionen ist hier 
also noch viel gréBer als bei der Invertase im Hefenextrakt; 
vielleicht nihert sich die reine Invertase in ihrem Verhalten 
gegen H’ und OH‘ noch mehr der Glukose. 

Bereits vor Ausfiihrung der oben erwiéhnten Versuche 
mit Hefenextrakt haben wir in der Erwaégung, dal die Inakti- 
vierung der Enzyme eine sterische Umwandlung sein konnte, 
welcher der Umwandleng von a-Glukose entspricht, den Tem- 
peraturkoeffizienten des Rotationsriickganges bei der reinen 
Glukose gemessen. [Es lag dariiber eine Andeutung in einer 
Arbeit von Levy*) vor, nach welcher die Geschwindigkeits- 
konstante sich fiir einen Temperaturunterschied von 0,15° um 
etwa 5°/o andert. 

Uber die bei diesen Versuchen angewandte Arbeitsmethode 
braucht kaum etwas Naheres erwahnt zu werden. Die Glukose 
war Kahlbaums reinstes Praparat, feinst gepulvert und wurde 
in Mengen von 2¢g in 20 ccm Wasser gelést. Die L6ésung 
wurde unmittelbar nach Herstellung in ein Polarisationsrohr 
mit Mantel gebracht, welches vermittelst durchstrOmenden 
\Wassers auf der Versuchstemperatur gehalten wurde. Bei jeder 
Temperatur wurden 3—4 Versuche angestellt, so daB die in 
die Kurve eingetragenen Konstanten Mittelwerte darstellen: 


Diese Mittelwerte sind: 


') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XXXV, 5, 661 (1900). 
?) Journ. Amer. Chem. Soc., Bd. XXIX, S. 1574 (1907) 
*) Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XVII, 5S. 306 (1895). 
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Tem- | 10°k ge- 103k be- 















30 -—-- ee - peratur | funden | rechnet 
| | 10° 225 2.95 
1 can Ses oe + 106° | 238 | — 
3 | | 20° =| «6.40% | 6,40 
| 259 10.1 | 105 
$20, —_ ae | | . 
i? 30° =| 1,70X | 41.70 
S| A = 17340 
iS } wu ol . 
| _ | In der dritten Spalte 
Aol. |__| sind die nach der Arrhe- 


100 . niusschen Temperaturfor- 


Reaktionsgeschnindigheit mel mit der Konstanten 
A = 17340 erhaltenen 
Werte berechnet. ; 

Wie man sieht, ist die Temperaturkonstante der Umwand- 
lungsgeschwindigkeit der Glukose nicht gréfer als die durch- 
schnittliche Konstante fiir chemische Reaktionen. Es ist also 
einerseits die Stabilitét der a-Glukose sehr viel geringer als 
diejenige der Invertase (die Umwandlungskonstante der a-Glu- 
kose ist viel gr6Ber als die Inaktivierungskonstante der Invertase), 
anderseits ist die Konstante A fiir das genannte Enzym_ tiber 
4mal grOBer als fiir a-Glukose. 

Was nun die fiir Invertase ermittelten Konstanten be- 
trifft, so ist die Inaktivierungskonstante ja allerdings von der 
Anwesenheit von gleichzeitig gelésten Elektrolyten und Nicht- 
elektrolyten abhiingig, andert sich aber doch z. B. in Hefen- 
extrakten verschiedener Darstellung ziemlich wenig; man kann 
sie also sicher als eine fiir das Enzym charakteristische Grofe 
betrachten und wird versuchen, ihre Abhangigkeit von der 
Gegenwart anderer Stoffe zahlenmafig festzustellen. Man er- 
halt dann ein exaktere Vorstellung von der relativen Stabilitat 
der Enzyme. Einstweilen stehen folgende Daten zur Verfiigung: 

ke 
Invertase 60° = 0,01 
Emulsin 60° = 0,01 (Tammann) 
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Aus Senters!) Angaben tiber Katalase kénnte man mit 
einiger Annaherung ausrechnen 
kK, 55° = 0,01. 
Hiernach waren also Invertase und Emulsin etwa gleich 


stabil, Katalase etwas labiler. 


I]. 


Wir haben, wie eingangs erwahnt, den Einflufs der Tem- 
peratur auf die Rohrzuckerspaltung durch Invertase untersucht, 
und zwar zur Kontrolle der nicht wenigen bereits vorliegenden 
Versuche. 

Es hatten gefunden: 

Kiso: Kto A 


Tammann im Temperaturintervall 20—30° 1,5 7000 
Kjeldahl > > 30—40° 1,5 8000 
QO’Sullivan u. Tompson » > 49—d)0° 1,4 =7000 


Im Mittel wurde also die Temperaturkonstante zu etwa 
7300 gefunden. Invertiert man Rohrzucker mit Mineralsauren, 
<0 findet man fiir diese Reaktion einen viel hiheren A-Wert, 
nimlich 25600. Da diese grobe Differenz in theoretischer Hin- 
sicht recht bemerkenswert ist, so haben wir eine Priifung der 
erwahnten Resultate von Tammann, Kjeldahl und O’Sullivan 
und Tompson vorgenommen und untersucht, ob die Konstante 
stark mit dem Sauregehalt der Invertasel6sung variiert und ob 
unter gewissen Umstiinden die enzymatische Rohrzuckerspaltung 
denselben Temperaturkoeffizienten erreicht wie die Inversion 
durch Sauren. 

Versuche. 


Wie bei den im vorhergehenden mitgeteilten Versuchen 
wurde die Invertase zu der Rohrzuckerlésung im_ ursprting- 
chen Hefenextrakt gelist zugesetzt. In der Reaktionsmischung 
betrug der Rohrzuckergehalt stets ca. 10°%/o. Die der Reaktions- 
mischung von Zeit zu Zeit entnommenen Proben (je 20 ccm) 
wurde in 10 cem 0,1 norm. Natriumcarbonatlésung einpipettiert. 


Alle solehermafen alkalisch gemachten Proben wurden bei 20° 





') Zeitschrift f. physik. Chem., Bd. XLIV, 8. 257 (1903). 
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im Lippichschen Polarisationsapparat beobachtet. Der End- 
wert jeder Beobachtungsreihe wurde berechnet und zwar durch 
Multiplikation der Anfangsdrehung mit dem Faktor 0,32. Der 
Gehalt an Wasserstoffionen wurde nach Zusatz der erforder- 
lichen Mengen Schwefelsiure kolorimetrisch nach den Angaben 
von Sorensen (lI. c.) ermittelt. Die Zeitmessungen geschahen 


mit Chronometer. 
Tabelle la. 























Temperatur: 1,5’. — H-Konzentration: oy *. 
— ———— a Se 

Minuten Drehung | a—x | k- 104 

0 9459 | 12,85 | i 
A 7,93 | 11,33 | 12.4 
77 5,87 | 927 12.0 
156 475 | 8,15 | 12,7 
190 4,04 | 7,44 | 12.5 

oa — 3,40 | _ | i 


Tabelle 1b. 


H’-Konzentration: 1-10 





—6 


EE 























Minuten Drehung | a—x | k- 10° 
0 9,45 ° | 12,85 — 
45 8,00 | 11,40 11,6 
100 6,42 | 9,82 11,7 
152 5,13 | 8,55 11,7 
201 3,96 | 7,36 12,0 
x — 3,40 | _ so 
Tabelle 2a. 
Temperatur: 20°. — H’-Konzentration: 1-107 . 
Minuten | Drehung a—x k- 10° 
0 | 9,409 12,85 ws 
12 | 7,95 11,35 45 
32 | 5,64 | 9,04 48 
43 4,63 8,03 47 
50 | 3,85 | 7.25 50) 
a | —840 - - 
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Tabelle 2b. 


H'-Konzentration: 1-107 ®. 











Minuten Drehung | a—x k- 10 
0 9,45 ° 12,85 - 
10 8,17 11,57 HM 
33 5,85 9,25 oy 
41 t,87 | 8,27 ‘7 
a0 +20) 7,60 MH 


Tabelle 3a. 





Temperatur: 30% — H'-Konzentration: 1-107‘. 
Minuten | Drehung | a—x k - 10* 
0 | 9,45 ° | 12,85 | 
8 7,80 11,20 | 74 
17 6.30 9.70 | 72 
20 5,70 9,10 75 


Tabelle 3b. 


H’-Konzentration: 1-10~°. 


























Minuten Drehung a—x k - 10° 
0 945° | 12,85 wi 
7 (7,90) (11,39) (790) 
16 6,35 | 9.75 750 
19 5,95 9,35 730 
21 5,60 | 9,0 740 





Man erhalt durch die gegebenen Tabellen eine geniigende 
Vorstellung von den Versuchsbedingungen und Fehlergrenzen. 
Wir koénnen uns daher damit begniigen, von den folgenden 
Versuchen nur die erhaltenen Konstanten anzufiihren. 


I 





ie 6; =«(18° 


Ke 4 10: ky 








> 


ti -Konzentration: 


10°... 0,00101 | 0,0032 
3-10-° . . . | 0.00148 | 0,0047 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 





2.0 


10 
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0° | 20° | A | Ke 4 10 k, 
; i | | 
H'-Konzentration: 1077 . . «| 0,0027 | 0,0070. 7640' 1,6 
. | 
5-10-* . . . 0,00160 | 0,0062 10860, 2,0 
| | | : 
: 10-> . . . | 0,0086 | 0,0133 11000) 2 
| | | 





Wir stellen dann die mit 10+ multiplizierten Konstanten 
der obigen 6 Tabellen 1—3 zusammen: 





~J] 
=~ 


H'-Konzentration: 1:107* 124 | 10800 | 47 8040 


1-10- 417 | 11200 | 47 80074 


Und schlieBlich fiihren wir noch eine einzelne Versuchs- 
reihe an: 
————————————____—————————————————————————————————————————————————— 

| oe | A |} 20° | A | 80° 
| | 


j | 
at | | } | 
H’-Konzentration: 1-107~°| 0,0036 | 11000 | 0,0133 9340 225 
| 





Aus den beiden letzten Versuchsreihen scheint hervorzu- 
gehen, dai der Temperaturkoeffizient der enzymatischen Rohr- 
zuckerinversion mit steigender Temperatur abnimmt. 

Zwischen © und 20° ist der Wert der Konstante 

A = 11000 + 200 
sichergestellt, wenigstens ftir LOsungen, deren H’ -Konzentrationen 
etwa 10-® bis 10-4 betrigt. In neutralen Lésungen scheint A 
geringere Werte anzunehmen. 

Die H-Konzentrationen 10—® bis 10-4, welche, wie oben 
gezeigt, und fiir die Stabilitét der Invertase die giinstigsten sind, 
sind zugleich diejenigen, bei welchen die optimale Wirkung der 
Invertase eintritt (SOrensen). 

Die Frage, wie ein solches Optimum der Aciditaét zustande 
kommt, ist bis jetzt nicht diskutiert worden; sie ist von allge- 
meiner Bedeutung fiir die Enzymologie, da die meisten Enzyme 
in ihrer Wirksamkeit von der Gegenwart von Séuren und Al- 
kalien abhiangig sind. Man kénnte zundchst vermuten, daf die 
als Aktivator zugesetzte Saéure mit der Invertase, die als Base 
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fungiert, ein Salz bildet, und wurde dann annehmen, daf ein 
gewisser Uberschu8 an Siiure notwendig ist, um die Salzbildung 
mit der schwachen Enzymbase vollstindig zu machen. Erheb- 
lich wahrscheinlicher ist indessen die Annhme, dab die Inver- 
tase im neutralen Hefenextrakt als Anion mit einer Base ver- 
bunden ist und etwa ein Alkalisalz bildet. Die als Aktivator 
zugesetzte Saure entbindet dann die Invertase, welche nur als 
freie Saure aktiv ist, und die optimale H-Konzentration kénnte 
etwa derjenigen Menge H-lonen, entsprechen, welche die In- 
vertase selbst zu bilden imstande ist. 

Jedenfalls steht also fest, daf der Temperaturkoeffizient 
der enzymatischen Rohrzuckerspaltung viel kleiner ist als der- 
jenige der Rohrzuckerinversion durch Séuren. 

Man kénnte hieraus zuniichst den Schlufb ziehen, da in 
die Konstante A die bei der Bildung der Verbindungen Rohr- 
zucker-Salzsiiure bezw. Rohrzucker-Invertase auftretende Wiirme- 
tOnung eingeht. Indessen ist auch die Annahme mdglich, dab 
der kleine Geschwindigkeitszuwachs pro Temperaturgrad bei 
der enzymatischen Inversion dadurch bedingt ist, dab die In- 
vertase mit steigender T’emperatur nicht nur irreversibel zerstort, 
sondern aufberdem noch in umkehrbarer Weise inaktiviert wird; 
abgesehen von dem zerstérten Anteil nihme also die Invertase 
nach der Rtickkehr auf niedrigere Temperatur ihre alte Wirk- 
sumkeit wieder an. Die beteiligten Substrate Rohrzucker und 
Wasser wtirden also mit steigender Temperatur aktiver, das 
katalysierende Enzym dagegen inaktiver. 

Soweit man aus Angaben der Literatur ersehen kann, 
besitzt im allgemeinen eine Reaktion, wenn sie durch Enzym 
ausgelost wird, einen kleineren Temperaturkoeffizienten, als 
wenn sie durch Sauren beschleunigt wird. Man beachte be- 
sonders: 


Athylbutyrat, Esterase Athylacetat,') Salzsaure 
A = 4650 A = 17000 
Kastle und Loevenhart, Price, Ofvers. K. Vet. Akad. Foérh., 


Amer. Chem. J., Bd. XXIV. 1899. 


') Aus der Untersuchung von Price (I. ¢.) geht hervor, dah die 
Konstante A bei den Estern der niedrigen Fettsiuren, Ameisensiure aus- 
genommen, wenig variiert. 

10* 
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Auch die Spaltung der Maltose durch Maltase koénnte 
man noch anfiihren. Nach Lindners und Krébers Messungen, 
die allerdings wenig genau sind, ware A zwischen 10 und 20° 
hdchstens 8000, wiéhrend v. Sigmond fiir die Saurehydrolyse 
der Maltose zwischen 60 und 74° A = 34000 fand. 


Herrn stud. phil. Sixten Kullberg, welcher uns durch 
Austiihrung einer groferen Anzahl Kontrollversuche aufs eifrigste 
unterstiitzt hat, wollen wir auch hier unsern Dank aussprechen. 















































Uber den Abbau des Dijodtyrosins im tierischen Organismus. 
Von 
Adolf Oswald. 


(Aus dem agrikultur-chemischen Laboratorium des Eidgendssischen Polytechnikums 
in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30, Januar 1910.) 


Tyrosin und das ihm nahe verwandte Phenylalanin werden 
im Organismus glatt zu den Endprodukten des Stoffwechsels, 
Wasser, Kohlensiure und Harnstoff, verbrannt, wiihrend die ihnen 
homologen nicht amidierten Verbindungen, p-Oxypheny|lpropion- 
siiure (Hydro-p-cumarsaure) und Phenylpropionsaéure, nicht dem 
gleichen Schicksale anheimfallen. Die Phenylpropionsiéure wird 
blob zu Benzoesaure oxydiert, welche dann mit Glykokoll gepaart 
als Hippurséure im Harn erscheint. Die Hydro-p-cumarsaure ver- 
lift zum groBen Teil unverandert den Organismus, zum Teil geht 
sie in p-Oxybenzoesiure iiber und wird, gepaart mit Glykokoll, als 
p-Oxybenzurséiure ausgeschieden. Auferdem ist bekannt, dab 
weder Phenylpropionsdure noch Hydro-p-cumarsiiure im Orga- 
nismus des Alkaptonurikers in Homogentisinsadure tibergeht. Die 
Amidierung der Seitenkette (am a-Kohlenstoffatom) scheint somit 
fiir den Abbau der beiden erwiihnten aromatischen Eiweifspalt- 
korper in den Geweben mafbgebend zu sein, um so mehr als auch 
andere nicht amidierte analoge Verbindungen im Gegensatz 
zu den amidierten und hydroxylierten nicht verbrannt werden.') 

Die Bedeutung, welche die Aminogruppe fiir den Abbau 
der Aminosiuren besitzt, erhellt auch aus einer anderen Art 
von Beobachtung. Ist die Aminogruppe nicht endstiandig, sondern 


‘') F. Knoop, Der Abbau aromatischer Fettséuren im Tierkorper, 
Hofmeisters Beitrage, Bd. VI, S. 150 (1904), und Ders. Habilitations- 
schrift, Freiburg (1904). 
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ihre Wasserstoffatome durch im Organismus nicht abtrennbare 
Radikale ersetzt, so passieren die Aminosiiuren den Organismus un- 
veriindert. So werden die Benzoylverbindungen unverandert aus- 
geschieden,!) und ebenso scheint das Tyrosinhydantoin einem 
alteren Befunde zufolge?) schwer angreifbar zu sein. Es sind 
diese Beobachtungen gewissermafen das Gegenstiick zu den 
erstangeftihrten. 

Auch der Hydroxylgruppe scheint eine gewisse Bedeutung 
fiir den Abbau des Tyrosins innezuwohnen, denn nach einer 
ebenfalls dlteren Beobachtung®) scheint die Atherschwefelsiure- 
verbindung sich schwer abbauen zu lassen. 

Den weiteren Abbau der Aminosduren und speziell auch 
der beiden erwiihnten zyklischen kennen wir nicht nach Be- 
obachtungen am Gesunden. Wir sind ganz auf solche an der 
unter dem Namen der Alkaptonurie bekannten Stoffwechselano- 
malie angewiesen. Lassen sie sich auf den gesunden Men- 
schen tibertragen, so scheint die Aminoséiure zu einer Keto- 
siiure oxydiert zu werden‘) und diese, nachdem der Kern sich 
doppelt hydroxyliert hat, in die Essigséureverbindung (Homo- 
gentisinsiure) iiberzugehen. Wie nun aber das Schicksal der 
Homogentisinséure sich gestaltet, dariiber wissen wir zunachst 
noch nichts. Neubauer nimmt an, daf das Ringsystem sich 
in Acetonkorper auflést. 

So sehr die Fortschritte, die uns die Einsicht in das Ver- 
halten der Alkaptonurie gewiéhrt, zu begriifen sind, so liegt 
es doch in unserem Bestreben, unsere Vorstellungen tiber den 
Abbau nicht einzig aus einer Stoffwechselanomalie, tiber deren 
nihere Art und Ausdehnung wir doch nichts Genaueres wissen, 
zu gestalten, sondern nach Beobachtungen am gesunden Men- 


') A. Magnus-Levy, Uber das Verhalten benzoylierter Amino- 
sfiuren im Organismus, Bioch. Zeitschrift, Bd. VI, S. 514 (1907). 

2) H. Blendermann, Beitrage zur Kenntnis der Bildung und Zer- 
setzung des Tyrosins im Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. VI, 8, 234 (1582). 

*) G. Schotten, Uber das Verhalten des Tyrosins und der aro- 
matischen Oxysaduren im Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 23 (1882). 

‘) O. Neubauer, Uber den Abbau der Aminosaéuren im gesunden 
und kranken Organismus, Deutsch. Archiv f. klin. Medizin, Bd. XCV 


S. 211 (1909). 
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schen zu formen. Es geschieht dies um so mehr, als eben 
doch immer noch die grofe Liicke besteht, dafi beim Gesunden 
Homogentisinsaéure nie gefunden worden ist.!) Jeder Versuch, 
unsere Kenntnis von dem Abbau des Tyrosins zu firdern, mub 
daher willkommen sein. 

Unter diesem Gesichtspunkte sind folgende Versuche an- 
gestellt worden. Es sollte gepriift werden, ob durch Einfiihrung 
von Jod in das Ringsystem das Tyrosin resistenter wird gegen 
die Angriffe des Kérpers und Zwischenprodukte des Abbaues 
erhialtlich seien, aus welchen sich Schliisse tiber die Art der 
Abtragung ergeben wiirden. Freilich war von vornherein mit 
der Schwierigkeit zu rechnen, dai eventuell im Benzolkern 
jodierte, hydroxylierte Abbauprodukte jedenfalls leicht zer- 
setzliche und unbestindige Substanzen sein miiften.?) 

Ich wahlte zu meinen Versuchen das Dijodtyrosin und 
zwar das optisch aktive (1), wie die Racemform. 

Einen interessanten Beitrag zu der uns beschaftigenden 
Frage liefert eine Beobachtung von Abderhalden, Bloch 
und Rona,*) wonach eine Zufuhr von Dijodtyrosin beim Alkap- 
tonuriker keine vermehrte Ausscheidung von Homogentisin- 
siure zur Folge hat. Wie diese Erscheinung zu deuten ist, 
bleibt einstweilen noch unsicher. Wir méchten nur bemerken, 
daB daraus jedenfalls nicht geschlossen werden darf, dah die 
Homogentisinsdurestufe tiberhaupt nicht erreicht wird. Es liegt 
der Annahme nichts im Wege, daB intermediar eine Dijod- 
homogentisinsaure entsteht, die als leicht oxydierbare Verbin- 
dung auch im Organismus des Alkaptonurikers zerfillt. Ander- 
seits werden wir sehen, daf im Organismus ein sehr betricht- 
licher Teil des Jods aus dem Dijodtyrosin abgespalten wird. 


') Vgl. hieriitber mein Lehrbuch der chemischen Pathologie, Leipzig, 
Veit & Co., S. 425 (1907). 

?) Einen Fiitterungsversuch mit Dibromtyrosin hat seiner Zeit 
Schotten (loc. cit.) in Aussicht gestellt. Jedoch scheint nichts hieriiber 
publiziert worden zu sein. 

*) E. Abderhalden, B. Bloch und P. Rona, Abbau einiger Di- 
peptide des Tyrosins und Phenylalanins bei einem Falle von Alkaptonurie, 
ese Zeitschrift, Bd. LII, S. 434 (1907). 
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Da es sich dabei um einen hydrolytischen Prozef handelt,') 
so dirfte daraus ein im Ring dreifach hydroxylierter K6érper (1), 
oder, wenn wir den Vorstellungen Neubauers Rechnung tragen, 
und der Ubergang in die Homogentisinsiure iiberhaupt noch 
erfolgt, ein vierfach hydroxylierter Kern (II) entstehen. Auch 
dieser KoOrper ware jedenfalls sehr unbestaéndig und _ diirfte 
alsbald zerfallen. 


OH OH 
HO’ NOH Aon 
HO. OH 
‘i wa 
R B 
(1) (II) 


Ich gehe nun zur Besprechung meiner Versuche wber. 
Sie sind alle an Kaninchen angestellt.2) Eine vorlaufige Mit- 
teilung hat schon und zwar aus Griinden, die dort einzusehen 
sind, in dieser Zeitschrift?) stattgefunden. 


Versuch I. 


Ein Kaninchen, 4000 g schwer, erhielt taéglich in zwei 
Portionen 2 ¢ Dijod-l-tyrosin, vermischt mit gekochten Riiben 
und Kohl, auBerdem Milch und Wasser in geniigender Menge 
verabreicht. Da das Dijodtyrosin sauer reagiert, wurde 0,5 — 1,0¢ 
doppeltkohlensaures Natron zugefiigt. Schon am 6. Tage ver- 
weigerte das Tier, ohne irgend welche sonstige Krankheits- 
merkmale zu zeigen, jede Nahrung und war zu weiterer Nahrungs- 
aufnahme nicht zu bewegen. Von einer gewaltsamen Zufuhr 
per Sonde wurde absichtlich abgesehen. Am 11. Tage ging 
das Tier ein. Die Sektion ergab eine intensive Hyperimie der 


‘) Ad. Oswald, Uber die Kinwirkung des Trypsins auf 3-5-Dijod- 
tvrosin, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, S, 432 (1909). 

2) Die Fiitterungsversuche sind im pharmakologischen Institut aus- 
gefiihrt worden, deren Tierkifige mir Herr Prof. Cloetta in_ bereit- 
willigster Weise zur Verfiigung gestellt hat, wofiir ich ihm auch an 
dieser Stelle bestens danke. 

3) Ad. Oswald, Uber das Verhalten von 3-5-Dijod-l-tyrosin und 
3-5-Dijod-r-tyrosin im tierischen Organismus, Diese Zeitschrift, Bd. LXII, 
S. 399 (1909). 
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Diinndarmschleimhaut und die Gegenwart von viel Schleim im 
Diinndarm, sonst nichts. Speziell waren die Nieren intakt. 
Die Daten iiber den Harn (Menge, Reaktion sowie Jod- 
cehalt) sind in nachfolgender Tabelle zusammengestellt. 
Der Harn wurde unter Toluol konserviert. 
U bersichtstabelle. 


TE LT TE I 
SEE 











| Ver- Ein- [ rn Korper- 
Datum suchs- 





caeettis Menge Reak-|gewicht !m Harn kommt vor 
| tag ccm tion g 


! tl 





26.109) . 2¢ Dijod- sauer | 4000 
| | tyrosin 

alkal. Jodid und sehr viel nicht- 

ionisiertes Jod 


VI. | 
1.1Il.>; VIL. SS sauer | 3400 Sehr viel Jodid und nicht- 
ionisiertes Jod. 

VAL. > ‘Wenig Jodid, ziemlich viel 
nichtionisiertes Jod. 


IX. ; Kein Jodid, nur antioni- 
siertes Jod. — Geringe 
Mengen von Eiweif. 
X. 0 ; Nur antionisiertes Jod. 
Xf. Exitus let. 








Wie aus der Tabeile ersichtlich, wurde schon am ‘Tage 
nach der Jodtyrosinverabreichung der Harn sehr reich an Jod- 
wasserstoff bezw. Jodid, ebenso an nichtionisiertem Jod_ be- 
funden. Am dritten Tage nach der letzten Zufuhr war nur noch 
wenig Jodid zugegen und am vierten iiberhaupt keines mehr, 
sondern nur antionisiertes. Es sei ausdriicklich hervorgehoben, 
dah am neunten Versuchstage, zwei Tage vor dem Tod, der 
Urin nur sehr wenig KiweiS enthielt (Triibung bei der Kochprobe.. 

Insgesamt hatte das Tier 10 g Jodtyrosin gefressen, was 
einer Jodmenge von 58,66 g entspricht. In der gesamten Urin- 
menge (1498 ccm) fanden sich 5,2427 g Jod.') 


') In der vorliutigen Mitteilung ist weniger angegeben: es rihrt 
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Zur Bestimmung hatten 5 ccm Urin gedient, welche im Nickeltiege] 
bei alkalischer Reaktion in der tiblichen Weise mit Atznatron und Sal- 
peter verascht wurden und worin dann nach Fresenius mit Thiosulfat 
litriert wurde. (Siehe meine friiheren Arbeiten in dieser Zeitschrift.) 5 cem 
Urin hatten ergeben 0,017499 g J = 5,2427 g fiir die Gesamtmenge. 

Um eine vollsténdige Bilanz der Ein- und Ausfuhr zu 
erhalten, wurde das Jod auch im Kot quantitativ bestimmt. 
Es fanden sich darin 0,1769 g. 

Der Kot war getrocknet, pulverisiert und gut gemischt worden und 
in einem aliquoten Teil der Jodgehalt bestimmt. Die Gesamtmenge be- 
trug 62,1 g. In 5 g fanden sich 0,01424 g J = 0,1769 g fiir die Ge- 
samtmenge. 

AuBerdem wurde der Jodgehalt samtlicher inneren Organe 
des Tieres (einschlieBlich der Schilddrtise) bestimmt. Zu diesem 
Zwecke wurden die zerstiickelten Organe mit Trypsin verdaut 
und nach einer Verdauungszeit von mehreren Wochen in einem 
aliquoten Teil der Lésung das Jod quantitativ bestimmt. Es 
fanden sich in der gesamten L6sung 0,029 g Jod. 

Die Lisung betrug 850 ccm, 25 ccm davon gaben bei der Veraschung 
auf Titration mit Thiosulfat 0,000854 g J = 0,029 g fiir die Gesamtmenge. 


Stellen wir die gefundenen Ziffern zusammen, so ergibt 


sich folgende Gesamtbilanz: 


Einnahme . 5,866 g J 


Gefunden im Harn... .. . . 08,2427 g 
im Rot. .<«+«««.« . Gi» 


in den inneren Organen 0,0290 » 


zusammen 5,4486 g J 5,866 g J.*) 
Aus dieser Zusammenstellung ergibt sich, daB der weit- 
aus grobte Teil des Jods durch den Harn ausgeschieden wurde, 
ein geringer blieb im Leib und ein geringer war im Kot zu 
finden. Auf die Bindungsart des Jods im Kot wird spiter ein- 
gegangen werden. 


dies daher, dafs dort die taglich fiir die qualitativen Proben entnommenen 
Harnmengen, ebenso die fiir die Voruntersuchungen entnommenen 30 ccm 
Harn versehentlich nicht miteinbezogen wurden. Auferdem war das Jod 
des Kots und der Organe nicht miteingerechnet. 

') Bei der durchaus nicht auf absolute quantitative Feststellungen 
ausgehenden Tendenz des Versuches ist die Ubereinstimmung von Ein- 
nahme und Wiedergewinnung von Jod hinreichend befriedigend. Aufer- 
dem sind ja nicht alle Kérperteile mit untersucht worden. 











ms a ‘ ; — - er 
Uber den Abbau des Dijodtyrosins im tierischen Organismus. 147 


Um iiber die Natur des ausgeschiedenen Jods Aufschlub 
zu erhalten, wurde eine Probe von 30 cem Harn nach Neu- 
tralisation mit Essigsiiure mit Silbernitrat im Uberschu8 ver- 
setzt. Es entstand ein hellbrauner Niederschlag, dem sich auf 
weiteren Zusatz ein hellgelber hinzugesellte. Auf Zusatz von 
verdiinntem Ammoniak vermehrte er sich. Es wurde darauf 
so viel von letzterem zugesetzt, bis kein Niederschlag mehr 
entstand, und dann abfiltriert und abgesaugt. Das mit Schwefel- 
wasserstoff entsilberte Filtrat enthielt nach Einengen und 
Veraschen mit Atznatron und Salpeter nur Spuren von Jod. 
Das Jod war somit so gut wie quantitativ gefallt worden. 
Diese Feststellung war um so interessanter, als Mosse und 
Neuberg') nach Eingabe eines Jodeiweifpraparates (Jodeigon- 
natrium) im Harn ihrer Kaninchen der Hauptmenge nach eine 
Verbindung fanden, die durch Silbernitrat nicht fallbar war, 
nimlich Jodhippursiure. Wir kommen hierauf noch zuriick. 

Der gut abgeprefite Silberniederschlag wurde mit ausge- 
kochter verdiinnter Salpetersdure im Porzellanmorser verrieben, 
wobei sich ein Teil léste, wahrend ein betrachtlicher Teil un- 
gelést blieb. Dieser wurde abfiltriert. Das weingelbe Filtrat 
samt Waschwasser wurde mit Ammoniak neutralisiert und von 
letzterem so viel zugesetzt, als noch ein Niederschlag sich 
bildete. Der weifie flockige Niederschlag wurde abgenutscht, 
mit Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasserstoff ent- 
silbert. Er erwies sich beim Veraschen mit Atznatron und 
Salpeter als reichlich jodhaltig. Das von dem durch Ammo- 
niakzusatz erhaltenen Niederschlag getrennte Filtrat enthielt 
nur Spuren von organisch gebundenem Jod. Es war sonach 
alles organisch gebundene Jod (in Form des_ Silbernieder- 
schlages) in saurer Loésung léslich, in neutraler bezw. ganz 
schwach alkalischer LOsung unloslich. 

Nach dieser Festsiellung wurde die gesamte restierende 
Harnmenge (1456 ccm) verarbeitet. Die Menge des darin ent- 
haltenen Jods betrug 5,0617 g.?) Der Harn wurde mit verdiinnter 


'\) M. Mosse und CG. Neuberg, Uber den physiologischen Abbau 
von Jodalbumin, Diese Zeitschrift, Bd. XXXVII, S. 419 (1903). 
2) 5 cem Harn verbrauchten nach dem Einaschern mit Soda und 
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Essigsaure neutralisiert und mit Silbernitrat und etwas ver- 
diinntem Ammoniak versetzt, so lange als ein Niederschlag 
entstand. Der anfangs braune, spater weil sich ausscheidende 
Niederschlag wurde abfiltriert, gut abgenutscht und mit ganz 
schwach ammoniakalischem Wasser ausgewaschen (Filtrat —- 
Waschwasser = Filtrat A). Der dunkelbraune Niederschlag 
wurde in verdiinnter ausgekochter Salpetersiure verriihrt und 
das Unlosliche abfiltriert. Diese Prozedur mubte mehrere Male 
wiederholt werden, da immer ein neuer Teil in Losung ging. 
Sie wurde so lange fortgesetzt, als die Salpetersiiure sich noch 
firbte. Die hellgelben Filtrate wurden vereinigt, mit Ammoniak 
versetzt und von diesem so lange zugesetzt, als der in weiben 
Flocken sich ausscheidende Niederschlag sich noch vermehrte. 
Der Niederschlag wurde hierauf abgesaugt, mit etwas Wasser 
gewaschen (Filtrat -+- Waschwasser = Filtrat B), vom Filter 
genommen, in Wasser aufgeschwemmt und mit Schwefelwasser- 
stolf zersetzt. In einem aliquoten Teil der vom Schwefelsilber 
getrennten Lésung (dieser Teil sei als «Silberniederschlag» be- 
zeichnet) wurde das Jod quantitativ bestimmt. Ebenso wurden, 
um die im Filtrat A und B verbliebenen Mengen Jod zu kennen, 
dort genaue Jodbestimmungen vorgenommen. 
Die Analysen ergaben folgende Werte: 


Im verarbeiteten Urin sind insgesamt enthalten . . . . . . 50617 g J 
Im Silberniederschlag gefunden . . . 2,6806 ¢ J 
Filtrat A gefunden ...... .0,0101 : 
B s.r. ew » . BRD » 
Total. . .2,7006 @ J‘) 2.7006. » 
lonisiertes Jod. . 2.3601 ¢ J 
Salpeter 14,9 ccm Thiosulfatlbsung (wovon 1 ccm = 0,0011666 g J) 


0.01738 g J = fiir die Gesamtmenge 5,0617 ¢ J. 

'; Analytische Daten: Eine erste Portion der Auflésung det 
Silbernitratfraktion enthielt in 5 cem 0,1936 g J, woraus sich fiir dic 
gesamte Lésung (530 ecm) 2,0524 g J berechnet. Eine zweite Portion. 


300 com betragend, enthiell in 5 cem 0,0147 g J = fiir die Gesamt- 
menge 0,6282 ¢ J. Beide Portionen zusammen = 2,6806 g J. 
Filtrat A <= 660 ccm. In 10 cem wurden gefunden 0,000154 g J 
fiir die Gesamtmenge 0,0101 g J. 
Filtrat B 151 ccm. In 7 ccm wurden gefunden 0,000462 ¢ J 


= fiir die Gesamtmenge 0,0099 g J. 
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Wie aus dieser Zusammenstellung hervorgeht, waren von 
den 35,0617 g Jod 2,7006 g in organischer Bindung. Hiervon 
war beinahe alles in der Fraktion des Silberniederschlags, 
wiihrend blof 20 mg in die Filtrate iibergegangen waren. Es 
ergibt sich aus diesen Zahlen, dab 2,3601 g Jod in ionisiertem 
Zustande vorhanden waren, d.h. es sind rund 46°/o des 
im Dijod-l-tyrosin enthaltenen Jods bei seinem Durch- 
gang durch den Kaninchenkorper aus seiner orga- 
nischen Bindung losgetrennt worden. 

Diese Abspaltung hat zweifellos schon im Darminnern ein- 
gesetat, da, wie ich in einer friiheren Mitteilung!) nachgewiesen 
habe, unter der Einwirkung von Trypsin Jod aus Dijodtyrosin 
abgespalten wird. Sie ist aber nicht auf den Darm_ beschriinkt. 
Nach subkutaner Einspritzung einer verdiinnten Lésung von 
Dijodtyrosin liéft sich im Harn auch ionisiertes Jod nachweisen. 
Ks wird also auch in den Geweben abgespalten. 

Es galt nun, den Nachweis zu ftihren, in welcher Form 
das organisch gebundene Jod im Harn vorhanden war. Zu 
diesem Zwecke wurde die die Jodverbindung enthalltende hell- 
gelbe Losung durch Durchleiten eines Luftstroms von Schwefel- 
wasserstoff befreit. Dabei schieden sich schon nach wenigen 
Stunden 1—2 mm lange Nadeln ab. Sie wurden abfiltriert und 
aus ammoniakalischem Wasser durch Essigsiiurezusatz umkry- 
stallisiert. Sie waren rein weil, enthielten 58,40°/o Jod?) und 
schmolzen bei 204° (unkorr.). Sie bestanden sonach aus un- 
verindertem Dijodtyrosin. lhre Menge betrug 0,45 g. 

Die von der Krystallausscheidung abfiltrierte, auf Lackmus 
stark sauer reagierende LOsung wurde im Schiitteltrichter mit 
Essigester ausgeschiittelt, wobei er sich braun fiirbte. Die 
Prozedur wurde mehrere Male wiederholt, bis der Essigester 
nichts mehr aufnahm. Der Essigesterextrakt wurde auf dem 
Wasserbad bei gelinder Wirme eingeengt, dann im Exsikkator 
eingetrocknet. Es blieb cin hellbrauner Sirup zuriick, aus dem 
sich nach wenigen Tagen 2—3 mm lange Nadeln abzuscheiden 
begannen. Nach vierzehn Tagen wurde die inzwischen zu einem 
1) Siehe weiler oben S. 144, Anmerk. 1. 

*) 0.1532 g Substanz ergaben 0,08948 g J = d8,.40°% 0 J. 
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die Krystalle einschliefenden Firnis eingetrocknete Masse noch- 
mals in Essigester gelést, von einem dunkelbraunen, spirlichen, 
flockigen Niederschlag abfiltriert und aus dem klaren F'ltrat 
der Essigester durch Abblasen im temperierten Raum entfernt. 
Der krystallhaltige Riickstand wurde in Weingeist geldst, in 
welchem er sich glatt léste. Auf Zusatz von Wasser schied 
sich eine weibe Triibung aus, die zu gelben Tropfen zusammen- 
flob. Es wurde auf diese Weise versucht, den Sirup von den 
Krystallen zu trennen, doch gelang dies nicht, da mit den 
amorphen Massen stets auch Krystalle ausfielen, und alle Frak- 
tionen neben den Krystallen die gelben Tropfen enthielten. Auch 
durch andere Solventien konnte keine Trennung der ohnehin 
schon spiirlichen Ausbeuten erlangt werden. SchlieBlich wurde 
die gesamte Masse in Wasser durch gelindes Erwarmen aul 
dem Wasserbade gelést und nach Zusatz von Tierkohle die 
Losung filtriert. Das klare farblose Filtrat schied beim Ab- 
kiihlen die Nadeln rein weif aus. Die Krystalle waren 2—3 mm 
lang und enthielten, wie eine Schmelze mit Atznatron und Sal- 
peter ergab, viel organisch gebundenes Jod. Sie waren in 
starkem Alkohol leicht léslich, wenig léslich in Ather und Benzol. 
schwer lodslich in kaltem Wasser, leicht in warmem, loslich in 
Alkalien und daraus fillbar durch Séuren. Sie sinterten bei 
71° und schmolzen nicht scharf bei 74—75° (unkorr.). Der 
Schmelzpunkt stieg nicht nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Wasser und Alkohol und nochmaligem Erwérmen mit Tier- 
kohle. In wiésseriger Lésung reagiert die Substanz sauer. Eine 
Jodbestimmung ergab 47,98°/o J; eine Stickstoffbestimmung 
2,10 N.!) Die Substanz war sonach jodirmer als Dijodtyrosin. 
ebenso stickstoffarmer. Um welchen K6rper es sich handelt, ist 
vorderhand nicht zu entscheiden. Ftir weitere Untersuchungen 
war die Ausbeute leider zu gering. 

Die mit Essigester ausgeschiittelte wasserige LOsung wurde 
auf dem Wasserbade bei gelinder Warme bis zum diinnfliissigen 
Sirup eingeengt. Beim weiteren Einengen bei Zimmertemperatur 


') 0,1228 g Substanz ergaben 0,1090 g AgJ = 47,98°/o J. — 0,1219 ¢ 
Substanz ergaben 2,3 ccm N bei 731 mm Druck und 17 Grad C. 


2.10% N. 
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im Vakuumexsikkator schieden sich im Verlauf einiger Tage 
Krystalle aus. Sie wurden mechanisch entfernt, auf der Ton- 
platte von anhaftendem Sirup getrennt, und aus warmem Wasser 
und Alkohol umkrystallisiert. Sie stellten 3 mm lange Nadeln 
dar, schmolzen bei 202° (unkorr.) und enthielten 58,48 °/o Jod. ') 
Es handelte sich somit um unveriindertes Dijodtyrosin. Seine 
Menge betrug 0,27 g. 

Der dicke Sirup, welcher stark sauer reagierte, wurde, 
nachdem sich keine Ausscheidung mehr zeigte, mit Alkohol von 
95°/o versetzt, wobei sich neben amorphen Massen auch spiir- 
liche Krystalle ausschieden. Beides wurde abfiltriert und ge- 
trocknet. Alkohol nahm nichts auf. Sie wurden daher nochmals 
in Wasser aufgenommen und von einem unl6éslichen Riickstand 
abfiltriert. Auf Zusatz von Alkohol bildete sich eine Triibung, 
die jedoch nicht zum Krystallisieren zu bringen war. Beim 
Kintrocknen bildete sich ein Firnis, der jodhaltig war. Zu 
weiterer Aufarbeitung war die Menge zu klein. 

Die alkoholische LOsung wurde zur Vertreibung des Alko- 
hols auf dem Wasserbade eingeengt, dann mit etwas Wasser 
versetzt, wobei sich ein flockiger Niederschlag ausschied. Dieser 
wurde abfiltriert und mit Wasser gewaschen. In Alkohol liste 
er sich bis auf einen kleinen Rest. Krystalle konnten daraus nicht 
gewonnen werden. Auch diese Fraktion war nur sehr gering. 

Das wiisserige Filtrat wurde nun mit Ather ausgeschiittelt, 
welcher sich stark braun firbte. Die Extrahierung wurde so 
lange fortgesetzt, bis der Ather nichts mehr aufnahm. Alsdann 
wurde der Ather auf dem Wasserbad bei gelinder Wirme ver- 
trieben. Es blieb ein brauner Sirup zuriick, der sich beim 
Stehen im Exsikkator zersetzte. Mit Wasser versetzt wandelte 
er sich in eine schwarzbraune, harzige Masse um. Sie enthielt 
betrachtliche Mengen Jod. 

Die mit Ather erschépfte wiisserige hellbraune Lésung 
wurde mit Barytwasser bis zur neutralen Reaktion versetzt 
und Kohlensaéure eingeleitet. Das von dem Ungeldsten ge- 
trennte hellgelbe Filtrat wurde auf dem Wasserbad eingeengt, 





') 0,1120 g Substanz ergaben 0,065508 g J == 58.48% J. 
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wobei sich braune amorphe Massen an den Wanden der Schale 
absetzten. In der eingedickten Lésung war nur wenig Jod 
mehr. Der getrocknete, braune, barythaltige Riickstand wurde 
mit Schwefelsiiure zersetzt, vom Barytsulfat abfiltriert und das 
Filtrat auf dem Wasserbad und darauf im Exsikkator eingeengt. 
Es schieden sich Nadeln aus, die jedoch mit amorphen Massen 
vermischt waren. Durch aufeinanderfolgendes Behandeln mit 
Alkohol, Aceton und Benzol konnten die Krystalle rein erhalten 
werden. Sie schmolzen bei 205° und waren sehr _ jodreich. 
Zu einer quantitativen Bestimmung reichte die Menge nicht aus. 
Es diirfte sich zweifelsohne um unverandertes Dijodtyrosin ge- 
handelt haben. 

Keim weiteren Einengen der Mutterlauge schieden sich 
weibe Schiippchen aus, die in ammoniakalischem Wasser ld6s- 
lich waren und auf Zusatz von Essigséure sich wieder aus- 
schieden. Nachdem sie im Exsikkator eingetrocknet waren, 
wandelten sie sich in wenigen Stunden in eine schwarze teer- 
artige Masse um. Eine Portion der Schuppen war auf Jod 
gepriift worden und hatte einen betrachtlichen Jodgehalt auf- 
gewlesen. Die leichte Zersetzlichkeit macht es wahrscheiunlich, 
dali es sich um einen im Benzolkern jodierten Phenolk6érper 
handelt. 


Es wurde erwihnt, dai im Kot Jod gefunden wurde. 
Kine Probe zeigte, dab es nicht in Jodidform, sondern in fester 
(organischer) Bindung darin enthalten war. Der Kot wurde 
mit verdiinntem Ammoniak extrahiert und die Prozedur so 
lange wiederholt, als noch etwas in Losung ging. Die ver- 
einigten Extrakte gaben auf Zusatz von Essigsiure einen 
dunkelbraunen, flockigen Niederschlag. Dieser wurde aus ver- 
diinntem Ammoniak umgefiillt, verlor aber auch nach mehr- 
maligem Umfiillen seine Farbe nicht. Beim Schmelzen mit Atz- 
natron und Salpeter erwies er sich als jodhaltig. Eine quan- 
titative Bestimmung ergab 1,75°/o Jod.') Beim Schmelzen 


0.2610 g Substanz verbrauchten nach dem Veraschen mit Atz- 
natron und Salpeter 7 ccm einer Thiosulfatlbsung, wovon 1 ccm 
0.008555 g J: hieraus berechnet sich 0,0045885 g J = 1.75°%/o J. 


> 
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hatte sich Geruch nach Skatol verbreitet, auch gab die Sub- 
stanz die Xanthoproteinreaktion Es hat sich somit um einen 
EKiweibkorper gehandelt, dessen Jodierung offenbar im Darm- 
lumen aus dem freigewordenen Jod stattgefunden hatte. Nicht 
unmdglich ist es, dafi von der katarrhalischen Entziindung her- 
riihendes Mucin vorgelegen hat. Jedenfalls hat es sich nicht 
um einen der Resorption entgangenen Jodkérper gehandelt. 


Versuch II. 


In einem Versuch, in dem das Tier wegen Material- 
mangels nur 4 g Dijod-l-tyrosin erhielt, fand ich gleiche Ver- 
hiiltnisse wie in Versuch I. 

In den 785 ccm Urin fanden sich 2,1027 g Gesamtjod. 
Hiervon waren in anorganischer Form 0,9041 g; organisch ge- 
bunden: 2,1027 g. Das Verhaltnis des abgespaltenen zum orga- 
nisch gebundenen Jod betrug 42,9%/o. Aus der Silberfillung 
konnte nach gleicher Behandlung wie in Versuch | aufer un- 
verandertem Dijodtyrosin und der bei 75° schmelzenden Séure 
eine bei 95° schmelzende, in Alkohol und Aceton losliche, in 
veiBen Nadeln krystallisierende Séure gefunden werden, deren 
Menge fiir eine quantitative Jodbestimmung nicht ausreichte. 
Qualitativ lieB sich Jod darin nachweisen. 
















Versuch III. 


Ein dritter Versuch wurde mit Dijod-r-tyrosin ange- 
stellt. Es lag ihm der Gedanke zugrunde, dai die Racemver- 
bindung wegen ihrer viel geringeren Wasserloslichkeit viel- 
leicht eine bessere Ausbeute an Zwischenprodukten gabe. Ein 
Kaninchen erhielt tiglich 0,5 g von der Substanz in gleicher 
Weise wie in Versuch I. Die tégliche Zufuhr war reduziert 
worden, in der Absicht, di¢é Darmstérung vermeiden und den 
Versuch langer ausdehnen zu kénnen. Dies gelang in der Tat, 
doch nicht lange. Schon am 8. Tag verweigerte das Tier die 
Nahrung und nahm nur noch am 9. und 11. Tage je '/2 g Sub- 
stanz zu sich. Am 14. ging es ein. Da das Tier nur 4 g ein- 
senommen hatte, wurde noch ein zweites Kaninchen mit der 
gleichen Substanz gefiittert. Dieses blieb bei einer Zufuhr von 
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je 1/2 g an jedem zweiten Tage am Leben, doch mubte der 
Versuch nach Einbringen von 6 g wegen Mangels an Substanz 
abgebrochen werden. 

Beide Tiere hatten somit zusammen 10 g Substanz er- 
halten. Beide unter Toluol konservierte Harne wurden ver- 
einigt. In 10 ecem wurde das Gesamtjod bestimmt. Die Be- 
stimmung ergab 0,01668 g,') woraus sich fiir die Gesamtmenge 
(160% cem) 2,67 g berechnete. Nach Entfernung des ionisierten 
Jods mit Silbernitrat ergab sich fiir 10 ccm 0,01103 g?) und 
fiir den Gesamturin 1,769 g J. Es waren somit hier 0,91 g Jod., 
d. h. 34,08°/o aus seiner organischen Bindung entfernt worden, 
etwas weniger als in den Versuchen mit der |-Form. Auf- 
fallend war aber, dafi im Urin beider Tiere, welche zusammen 
10 g Substanz (= 5,86 g J) erhalten hatten, nur 2,67 g Jod 
enthalten waren. Uber den Verbleib des Restes vermag ich 
nichts auszusagen, ein Verlust an Urin hatte nicht stattgefunden. 
Leider wurden, da dieses auffallende Resultat erst einige Zeit 
nach Abschluf der Fiitterungsperiode bekannt wurde, die Tier- 
leiber nicht auf ihren Jodgehalt untersucht. Der Kot beider 
Tiere war, wie in Versuch I, gesammelt worden. Es fanden 
sich darin 0,197 g Jod.*) Es war in der gleichen Form, wie in 
Versuch I, d. h. an Eiweifi gebunden. Dasselbe zeigte einen 
Jodgehalt von 1,68 °/o.*) 

Um eine eventuelle Einwirkung des Silbernitrats zu ver- 


1) 10 ccm verbrauchten nach dem Einiischern mit Atznatron und 
Salpeter 19,5 ccm Thiosulfatlésung (wovon 1 ccm = 0,0008555 g J) = 
0.01668 ¢ J. 

*) Die Entfernung des ionisierten Jods wurde folgendermafen be- 
werkstelligt. Es wurden 33,5 ccm Harn mit méglichst wenig von eine: 
Lésung von Silbernitrat und gleich darauf mit ausgekochter Salpetersaure 
versetzt und das Volumen abgelesen. Nachdem gut durchgeriihrt worden 
war, wurde durch ein trockenes Filter filtriert und in einem aliquoten 
Teil das Jod durch Einiaschern bestimmt. 10 ccm des Filtrats ver- 
brauchten 11,1 ccm der Thiosulfatlésung = 0,009496 g J, was nach Um- 
rechnen mit dem Verdiinnungsfaktor 33,5 : 40 0,01103 g J gleichkommt. 

8) Trockengewicht des Kots = 22,4 g. 2 g verbrauchen 10,3 ccm 
Thiosulfatlibsung = 0,008811 g J = fiir die Gesamtmenge des Kcts 
0,197 g Jod. 

*) 0,1006 g¢ Substanz enthielten 0.001694 g J = 1,68°/o J. 
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meiden, wurde der Harn nicht wie in den beiden ersten Versuchen 
verarbeitet, sondern mit verdtinnter Schwefelsiure angesiiuert 
und direkt mit Essigester ausgezogen. Da durch _ kriiftiges 
Schiitteln eine Emulsion entstand, wurde er durch einfaches 
Stehenlassen und tiigliches, mehrfaches, gelindes Schiitteln der 
verschlossenen Flasche extrahiert, was allerdings einige Wochen 
in Anspruch nahm. Beim Einengen der Extrakte schieden sich 
im Sirup Krystalle aus, die nach mehrmaliger Umkrystallisie- 
rung aus Alkohol und Wasser den Schmelzpunkt 72° zeigten. 
Es handelte sich also um den gleichen Korper, wie in den 
beiden tibrigen Versuchen. Der mit Essigester erschOpfte Harn 
wurde, wie in Versuch | und Il, mit Silbernitrat behandelt. 
Dabei wurde in gleicher Weise wie dort unveriindertes Dijod- 
tyrosin gefunden. Die tbrigen Fraktionen waren so _spiirlich, 
dah eine Aufarbeitung von vornherein aussichtslos erschien. 


Fassen wir die Resultate zusammen, so ergibt sich, dab 
beim Durchgang durch den Kaninchenleib das Dijodtyrosin ca. 
4Q-—45°/o seines Jods als Jodwasserstoff abgibt. Der organisch 
gebundene Anteil findet sich in Form unveranderten Dijod- 
tyrosins (ca. 7°/o der Einfuhr), dann in einer bei 75° schmel- 
zenden, alkohol- und acetonléslichen, in Nadeln krystal- 
lisierenden Saure, ferner in Form einer bei 95° schmelzenden, 
ebenfalls in Nadeln krystallisierenden alkohol- und acetonléslichen 
Siiure, weiterhin in Form einer atherléslichen, sich leicht 
zersetzenden, nicht bestimmten Substanz, endlich in Form 
einer in weifen Schuppen sich ausscheidenden Siure, 
welche sehr lichtunbestiindig ist und vermutlich ein im Kern 
substituierter Phenolkoérper ist. 

Die Ausscheidung des organisch gebundenen Jods im Harn 
halt langer an, als die des organischen. Nach 7 Tagen war 
letztere beendet, wiihrend erstere noch weiter dauerte. Im 
Kot findet sich Jod an Eiweifi gebunden vor. 

Uber Versuche am Hund soll in einer spiiteren Mitteilung 


berichtet werden. 
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Zum Schlub sei mir gestattet, auf einen Punkt aufmerksam 
zu machen. Mosse und Neuberg!) hatten nach Verfiittern 
eines .JodeiweiBproduktes (Jodeigonnatrium) Jodhippursiure im 
Harn ihrer Kaninchen und Jodbenzoesdéure im Blut eines Hundes 
gefunden. Da in der Regel im Eiweif das Jod vorwiegend an 
Tyrosin gebunden ist, so ware a priori das niachstliegende 
gewesen, anzunehmen, dafi ein soleches Produkt nach der Zufuhr 
von Dijodtyrosin entstiinde. Freilich stehen einem solchen 
Ubergang nicht unbetriichtliche Bedenken entgegen: einmal 
die Tatsache, daB es sich um eine Orthojodverbindung handelte, 
wiihrend im Jodtyrosin beide Jodatome zur Seitenkette in Meta- 
stellung stehen. Auberdem kommen im Jodtyrosin zwei Jodatome 
vor. Dann sprechen die Erfahrungen am lebenden Organismus nicht 
dafiir, dah der einmal hydroxylierte Benzolkern ohne weiteres 
Hydroxyle weggebe. In der Tat hat sich Jodbenzoesadure bezw. 
Jodhippursiiure im Harn meiner Kaninchen nicht nachweisen 
lassen. Man darf daher wohl schliefen, daf die Muttersubstanz 
der Jodbenzoesaéure einem anderen Komplex entstammt, als 
einem Jodtyrosin. Nach den bisherigen Erfahrungen ware an- 
zunehmen, dafi es sich um eine Jodphenylpropionsaure oder 
eine iihnliche, nicht amidierte Séure handelte, von welchen be- 
kannt ist, dab sie in Benzoesdure tibergehen. Doch hat es mit 
dieser Annahme andere Schwierigkeiten. 


Ziirich, den 29. Januar 1910. 


') loc. cit. 














Uber die gemeinsame Konstitution der drei spezifischen 
Gallensauren. 
Von 
Fritz Pregl. 


(Aus dem Institut fiir medizinische Chemie der Universitit Graz.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


Bekanntlich erhiilt man beim Versetzen von mit fixen 
Alkalien durch 24 Stunden zerkochter Rindergalle mit Salz- 
siiure eine Fillung, die zu einem plastischen Kuchen zusammen- 
backt. Dieser Kuchen enthiilt, abgesehen von Fettsiuren und 
noch minder genau untersuchten und unbekannten Produkten, 
seiner Hauptmenge nach Cholalséiure und neben dieser noch 
Desoxycholséure und Choleinsaéure. Diese drei Séiuren, welche 
offenbar aus der Spaltung genuiner Gallensiiuren hervorge- 
gangen sind, mOchte ich unter dem gemeinsamen Namen der 
drei spezifischen Gallensiuren zusammenfassen, denn sie sind 
es ja doch, welchen die Galle ihr spezifisches Geprige ver- 
dankt, und nicht etwa die anderen Paarlinge: Glykokoll und 
Taurin. 

Mylius,!) der erste Auffinder der Desoxycholsiiure, hatte 
die Anschauung, dal} diese nicht identisch, sondern nur isomer 
sei mit der von Latschinoff?) kurz vorher entdeckten Cholein- 
siiure, wihrend Latschinoff*) die Meinung vertrat, die beiden 
genannten Gallensiuren seien nur verschiedene Erscheinungs- 
formen derselben Substanz, die ineinander itibergefiihrt werden 
kinnten und dieselben Oxydationsprodukte liefern. 

Mir ist es vor etwa 10 Jahren gelungen, zum ersten 
Male die Desoxychoisiure in vollkommen reinem Zustande zu 


‘) Ber., Bd. XIX, S. 370 (1886) und 1968. 
2) Ber., Bd. XVIII, S. 3039; Bd. XIX, S. 1140. 
‘) Ber., Bd. XX, S. 1043. 
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erhalten und ihre Eigenschaften durch genaue physikalische 
Konstanten festzulegen, die in jiingerer Zeit durch Kurt Lang- 
held!) vollkommen bestatigt wurden. Langheld, der in der 
Zeit nach Latschinoff der erste war, der wieder Cholein- 
siure in Handen hatte, konnte iiberdies zeigen, daB die Cholein- 
siure und die Desoxycholsiure nicht identische Korper, sondern 
Isomere sind. 

Ich habe es daraufhin unternommen, zu untersuchen, ob 
diese Isomerie noch in den Oxydationsprodukten dieser beiden 
Siuren fortbesteht. Zur Gewinnung von Ausgangsmaterial 
dienten mir einerseits von mir aus friiherer Zeit stammende 
Cholalsiure, die nach dem vorziiglichen Verfahren von Lang- 
held nochmals iiber das Natriumsalz gereinigt wurde, aus 
deren Mutterlaugen immerhin noch ziemliche Mengen von 
Choleinsiure und Desoxycholséure erhalten werden konnten, 
andererseits aber namentlich die nicht mehr krystallisierenden 
Mutterlaugen jener Cholalséuredarstellungen im Gewichte von 
ca. 1 kg, die durch Anwendung des Langheldschen Ver- 
fahrens bis auf einen geringfiigigen Rest in seiner Giinze in 
die drei spezifischen Gallensauren in krystallisiertem Zustande 
zerlegt wurden. 

Die isolierte Choleinséure zeigte konform mit den An- 
gaben Langhelds F. = 186—187°, und mit seinen Beob- 
achtungen gute Ubereinstimmungen des spezifischen Drehungs- 
vermOgens in alkoholischer Loésung: 

ec = 0,5405 
100 mm 
a +- 0,262° 
a, = + 48,47° 
Langheld bestimmte fiir die Choleinsiure 
a, = + 47,97°. 

Die isolierte Desoxycholsiure wurde zuerst durch Um- 
krystallisieren ihres Barytsalzes aus Alkohol, dann als freie 
Siéure durch Umkrystallisieren aus Eisessig bis zum F. = 145°, 
und schlieSlich nach Entfernung des Krystalleisessigs aus Aceton 


1) Ber., Bd. LI, S. 378. 
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und Essigather bis zum Schmelzpunkte 173° gereinigt. Die 
Drehungsbestimmung in absolut alkoholischer Loésung ergab: 


e = 1,0585 

| = 100 mm 

a = + 0,549° 
a, = -+ 51,86°. 


Langheld bestimmte aneiner viel konzentrierteren LOsung 
a, = + 53,28°. 

Von diesen beiden Praéparaten wurden nun in ganz gleich- 
artiger Weise je 2 g in 20 cem Eisessig gelést und dazu nach 
dem Verfahren von Hammarsten kubikzentimeterweise eine 
Lésung von 2g Chromsiure in 20 ccm Eisessig aus einer 
Biirette zufliefen gelassen und der weitere Zusatz so geregelt, 
daB die Temperatur der Lésung 45° nicht tiberschritt. In 
beiden Fallen wurden 16 ccm verbraucht. Die Reaktionsprodukte 
wurden durch EingieSen in je 400 ccm Wasser zur Ausscheidung 
und durch Erwaérmen am Wasserbade in krystallinische, filtrier- 
bare Form gebracht und nach dem Wiedererkalten abgesaugt. 
Beide Produkte wurden in verdiinntem Ammoniak heifi geldést, 
filtriert und nach dem Erkalten die freien Séuren durch ver- 
diinnte Salzsaure zur Ausscheidung gebracht. Das Umkrystal- 
lisieren der abgesaugten Produkte erfolgte nun aus verdiinntem 
Alkohol in der Weise, daf ihre heifen alkoholischen Loésungen 
mit Wasser bis zur ersten Triibung versetzt wurden. 

Durch fortgesetztes Umkrystallisieren bis zum konstanten 
Schmelzpunkte wurde 

aus Choleinsdure eine Dehydrocholeinsiure C, F = 178° und 
» Desoxycholsaure eine » D, F = 186° 
erhalten. 

Beide Praéparate wurden im Vakuum tiber Schwefelséure 
getrocknet und verbrannt: 

I. 0,1876 g Dehydrocholeinsiure C lieferten 0,5085 g CO, und 0,1560 g H,O 


I]. 0,1573 » > D > 04271 >» » » O1307>» » 
Gefunden: Berechnet fiir: 
I. II. CaO, 
C % 78,92 74,05 74,17 


H %o 9,30 9,29 934 
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Die Bestimmung des optischen Drehungsvermogens ergab 
von Dehydrocholeinsiure C: 
C 6,786 ° 
| 100 mm 
+- 4,530° 
p = + 66,76°. 
Die Bestimmung des optischen Drehungsvermégens von 
Dehydrocholeinsiiure D: 
c 6,8505 
l 100 mm 
o +- 6,467° 
., = —- 94,40". 


D 


Namentlich aus den Bestimmungen des optischen Drehungs- 
vermogens der beiden Dehydrocholeinséuren ergibt sich ein 
weiterer, sehr deutlicher Beweis dafiir, dafi die Choleinsiiure 
und die Desoxycholsaéure nur isomer und nicht identisch sind. 

Ks war sehr naheliegend, daraufhin die niichsten Oxy- 
dationsprodukte dieser beiden spezifischen Gallensiuren, die 


Cholan- und Isocholansiiuren einer genauen Untersuchung in 
bezug auf die Frage, ob und wieviele Isomere es davon gibt, 
zu unterziehen, doch habe ich dies einer spiteren Zeit vor- 
behalten, da ich das kostbare Ausgangsmaterial vorerst zur 
Losung der Frage beniitzen wollte, ob und welche gemein- 
samen Abbauprodukte diese beiden isomeren Sauren zu liefern 
imstande sind. 


Choloidansaure, 


ein gemeinsames Abbauprodukt der drei spezifischen Gallensauren. 


Schon die iiltesten Untersucher der in Wasser schwer 
loslichen Séiuren aus Rindergalle berichten tiber ein daraus 
bei der Oxydation mit Salpetersiure erhaltenes schén krystalli- 
siertes Produkt, das unter dem Namen Choloidansiure, Chole- 
kampfersiiure, sowie auch Pseudocholoidansaure beschrieben 
worden ist und dem von den verschiedenen Autoren die ver- 
schiedensten Formeln zugeschrieben worden sind. 
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tedtenbacher:!) C,,H,,0,, Latschinoff:?) C,,H,,0,, 
Cleve:3) C,,H,,0O, und C,,H,;0, Latschinoff:*) C,,H,,0,, 
und C,,H,,0,) und endlich Panzer:*) C,,H,,O,. 

Nach mehreren orientierenden Vorversuchen verfuhr ich 
nach folgender Vorschrift: Je 5 g Desoxycholsiiure oder Cholein- 
siure wurden mit 75 ccm Salpetersiiure (d == 1,4) in einem 
geraumigen K6élbchen iibergossen und auf dem siedenden Wasser- 
bade durch 3 Stunden erhitzt. Hierauf wurde mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und bis zum niichsten Tage stehen 
gelassen. Der abgesaugte, mit Wasser gewaschene und ge- 
trocknete Niederschlag wog 1 g und zersetzte sich in der Ka- 
pillare erhitzt zwischen 240 und 290° unter Aufschiiumen und 
unter Abscheidung von Kohle. Nach dreimaligem Umkrystalli- 
sieren dieses Rohproduktes aus Eisessig und nochmaligem 
Waschen mit Ather war sowohl bei den Priiparaten, die aus 
Desoxycholsaure, als auch bei jenen, die aus Choleinsiiure er- 
halten worden waren, ein konstantes Verhalten beim Erhitzen 
in der Kapillare erreicht. Bei raschem Erhitzen blieben die 
reinen Substanzen bis 320° vollig unverindert. Bei 320° be- 
merkt man eine leichte Verfarbung und bei 324° tritt unter 
lebhaftem Aufschiitumen und Braunfiirbung die Zersetzung ein. 
Dieses Verhalten gilt jedoch nur fiir sehr rasches Erhitzen, 
wie es in einem kleinen, einfachen Schmelzbade zu erzielen 
ist, wiihrend man bei allméhlichem Erhitzen, wie es bei Ver- 
wendung grdberer Heizbiider unvermeidlich ist, schon bei etwas 
tieferen Temperaturen unscharfe Zersetzungspunkte erhiilt. Ich 
habe aus diesem Grunde, und weil die Zersetzungspunkte auch 
fiir andere ieichter zersetzliche Kérper, wie z. B. die Osazone, 
fiir rasches Erhitzen gelten, diese Art der Schmelzpunktbe- 
stimmung stets geiibt. 


') Redtenbacher, Annalen d. Chemie und Pharm., Bd. CXCIV, 
5S. 239; Pappeiner, Bd. L, S. 243; Theyer und Schlosser, Bd. LVIL, 
». 145. 


*) Latschinoff, Ber., Bd. XII, S. 1518. 

*) Bull. soc. chim. (2), Bd. XXXVIII, 5S. 131—136. 
+) Ber., Bd. XIX, S. 1521. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 192. 
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Da sich die reinen Produkte, und zwar sowohl jene aus 
Desoxycholsiure, als auch jene aus Choleinséure scharf bei 
324° zersetzen und dieses Verhalten keine Anderung erfiihrt, 
wenn gleichzeitig beide aufs feinste gemischt in der Kapillare 
erhitzt werden und da beide auch dieselbe elementare Zu- 
sammensetzung zeigen, so muf der Schlufi gezogen werden, 
dai hier ein gemeinsames Abbauprodukt der Desoxycholsiure . 
und der Choleinsiure vorliegt, fiir welches ich den Ausdruck 
Choloidansiure fortan gebrauchen will, weil er mir die meiste 
historische Berechtigung zu haben scheint. 

1. Aus Desoxycholsiure: 

0,1857 g, bei 105° im Vakuum getrocknet, lieferten 0,3947 g CO, 
und 0,1290 g H,0O. 

Il. Aus Choleinsadure: 

0.2120 g, bei 105° im Vakuum getrocknet, lieferten 0.4502 ¢ CO, 
und 0.1470 g H,0. 

Giefunden : Berechnet fiir: 
L. II. (:,sH,0. 
C %o 57,97 97,92 38,03 
H% 7,77 7,59 7,58 

Nach der ilteren Literatur, insbesondere nach den Be- 
obachtungen Latschinoffs war anzunehmen, daf dieser Korper 
lediglich der Desoxycholsiure, die nach seiner Meinung mit 
der Choleinsiéure identisch sein sollte, nicht aber der Cholal- 
siiure angehére. Die Publikation Panzers?) «Uber Latschinoffs 
Cholekampferséure» brachte mich auf die Vermutung, daf dieses 
Abbauprodukt vielleicht auch der Cholalséure angehoren konnte. 
Tatsiichlich erhielt ich, genau an das Oxydationsverfahren Pan- 
zers mich haltend, ein Rohprodukt, ebenfalls in der Ausbeute 
von ca. 4°/o, aus dem ich durch mehrfaches Umkrystallisieren 
aus Kisessig und nachheriges Waschen mit Ather Krystalle 
erhielt, die sich scharf bei 324° zersetzten. 

Den SchluB, da’ dieses Abbauprodukt auch der Cholal- 
siiure angehdre, wagte ich schon aus dem Grunde nicht, weil 
dieser Versuch mit einem Cholalsiurepriparat alterer Dar- 
stellung ausgefiihrt worden war und gerade ich kurz zuvor die 
Erfahrung gemacht hatte, daf Cholalsdure alterer Darstellung 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVI, S. 192. 
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yom F. = 195° noch immerhin einige Prozent Choleinsaure 
oder Desoxycholsiure oder beide enthalten kann. 

Daher verwendete ich zur Wiederholung dieses wichtigen 
und entscheidenden Versuches ein ganz besonders sorgfiltig 
gereinigtes Praparat von Cholalsdure, die wir erst seit Lang- 
held in vollster Reinheit darzustellen imstande sind, wiihrend 
alle vor dieser Zeit bereiteten Praparate von Cholalsiure zum 
mindesten eine ziihe anhaftende Beimengung von Fettséuren 
enthalten. ') 

700 g eines Praparates idlterer Darstellung wurden in 
2] Alkohol aufgeschwemmt und in der Kialte so lange unter 
Umschiitteln mit sirupéser Natronlauge versetzt, bis eine gelinde 
alkalische Reaktion der entstandenen LOsung eingetreten war. 
Nach kurzem Erwiirmen auf dem Wasserbade erstarrte der 
cesamte Inhalt zu einem festen Kuchen von cholalsaurem Natrium. 
Aus diesem wurde die freie Saéure gewonnen, aus Alkohol 
umkrystallisiert und mit dieser der ganze Vorgang noch 4mal 
wiederholt. Diese spiteren Wiederholungen gestalten sich 
insoferne schwierig, als, je reiner das Priéparat wird, bei desto 
niedrigerer Temperatur das Natriumsalz zur Ausscheidung 
velangt, womit natiirlich auch Verluste verbunden sind. Das 
schlieBlich gewonnene Priiparat schmolz scharf bei 197°, wie 
es Langheld angibt. 

135 g dieser reinsten Cholalséure (krystallalkoholfrei) 
wurden portionenweise in 700 ccm konzentrierter Salpetersiéure 
id = 1,40) eingetragen und 5 Stunden lang auf dem siedenden 
Wasserbade oxydiert. Schon lange vor Unterbrechung der 
Erwarmung begann sich die weingelb gewordene Lésung zu 
triiben und diese Triibung nahm nach beendigtem Erwairmen 
auf Zusatz von etwa 300 ccm Wasser bedeutend zu und nach 
12 stiindigem Verweilen im Eisschranke hatte sich ein weiber 
Niederschlag abgesetzt. Dieser wurde abgesaugt und mit Wasser 
gewaschen und wog nach dem Trocknen 7 g. Durch 4maliges 
(mkrystallisieren aus Eisessig und Waschen mit Ather wurden 
+ g eines Priparates gewonnen, das sich bei 324° genau so 


') Kutscheroff, Ber., Bd. XII, 8, 2325. 
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wie ich es fiir die aus Desoxycholséiure und Choleinsiiure ge- 
wonnenen Priiparate beschrieben habe, unter Aufschiiumen 
zersetzte. Dieses Verhalten fnderte sich auch nicht im ge- 
ringsten, als das aus Cholalsiure gewonnene Priparat mit 
gleichen Teilen Choloidanséiure aus Desoxycholsiéure, oder mit 
gleichen Teilen Choloidansiiure aus Choleinsiéiure aufs feinste 
gemengt, der Schmelzpunktbestimmung unterzogen wurde. 
Uberdies zeigte dieses Priiparat nach dem Trocknen im Vakuum 
bei 105° dieselbe elementare Zusammensetzung wie jene der 


Choloidansiiuren. 
1538 g lieferten bei der Verbrennung 0.3270 g CO, und 0,1068 g H,0 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,0, : 
C %o 57,99 58,03 
H °%/o 7,76 7,08 


Das vorhandene Material wurde zuniichst zu einer be- 
stimmung des Molekulargewichts in absolutem Alkohol als 
Losungsmittel im neuen Siedeapparat von Beckmann ver- 


wendet: 
Losungsmittel: Absol. Alkohol: 7,89 g. 
I. 5, = 0,1005 g A, = 0,036" M, = 402 
i. S, = 0.3257 > A, = 007" M, = 469 


Die graphische Extrapolation auf unendliche Verdiinnung 
ergab M = 369, und die Formel C,,H,,O0, fordert M = 372.2. 
Die Bestimmung des spezifischen Drehungsvermégens 
ergab in alkoholischer Lésung: 
ec = i177 
= 100 mm 
a = + 0,416° 
a, = + 35,3°. 


D 

Die Bestimmung der Basizitiét erfolgte durch Titration in 
alkoholischer Aufschwemmung mit Phenolphthalein als Indikator. 
I. 0,0931 g verbrauchten 9,5 ccm "/1o-NaOH, entsprechend 46,57 °/o COOH 
I]. 0.2454 » > 25,4 » > > 45,92% 0 >» 

Da sich fiir eine vierbasische Saéure von der Forme! 
C,.H,,O0, 48,36°/o COOH berechnen, so sind bei der I. Be- 
stimmung 96,31°,o, bei der II. Bestimmung 94,95°/» siimtlicher 
COOH-Gruppen mit Alkali besetzt. 
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Aus allen diesen Bestimmungen ergibt sich fiir die Choloidan- 
siiure die Formel C,.H,.O,. bei dem Umstande jedoch, als eine 
Reihe anderer Formeln mit anderem Molekulargewicht, die 
von anderen Forschern in Betracht gezogen worden sind, an- 
nihernd dieselben Analysenzahlen fordern, wurde aus dem 
iibriggebliebenen Reste der Ester der Choloidansiiure zum Zwecke 
einer Priifung des Molekulargewichts dargestellt. Dieser wurde 
mit einer zur LOsung nicht hinreichenden Menge Alkohol tiber- 
gossen und trockenes Salzsiiuregas in lebhaftem Strome bis 
zum Sieden des Alkohols eingeleitet. Nach einiger Zeit wurde 
die doppelte Menge Wasser zugegossen und nach wenigen 
Minuten verwandelte sich die ausgeschiedene Masse in einen 
Krystallbrei. Durch Umkrystallisieren aus verdiinnter Essig- 
siure wurde schlieblich der konstante Schmelzpunkt von 247/8° 
erreicht. 

Nach dem Trocknen im Vakuum bei 105° gab dieser 
Ester folgende Zahlen bei der Verbrennung: 

I. 0,1972 g lieferten 0.4460 g CO, und 0,1479 g H,O 


2 
= 2 
Il. 0,1543 » > O.3487 » » > ©0,1172 >» » 
Gefunden: Berechnet fiir: 
I. II. C,,H,,0, 
C% 61,68 61,63 61,64 
Ho = 8,39 8,49 8,47 


Es ist klar, daB der Diathylester der Choloidansaure vorliegt. 
Losungsmittel: Absol. Alkohol: 7,89. 


IS, = 01224 g A, = 0,039° M, = 4505 
ll. S, = 0,2533 » A, = 0,077° M, = 464,6 


Il. S, = 0,3807 » 4, == Ghie M, = 468,4 


3 

Die graphische Extrapolation auf unendliche Verdiinnungen 
ergibt den Wert M = 445; aus der Formel C,,H,,O, berech- 
net sich M = 428,27. 

Fassen wir nun das gesamte bisherige Tatsachenmaterial 
zusammen, so folgt daraus, daf die drei spezifischen Gallen- 
siuren, die Cholalsiure, die Choleinséure und Desoxycholsiure, 
bei der Oxydation mit konzentrierter Salpetersaure ein identi- 
sches Abbauprodukt, die Choloidansaure von der Forme! C,,H,,0,, 
liefern, und dab infolgedessen die Konstitution der drei 
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spezifischenGallensiuren in bezug auf diese 18C-Atome 
identisch Ist. 

Die beim Umkrystallisieren von Choloidanséure aus Cholal- 
siiure abgefallenen Eisessigmutterlaugen wurden durch Vakuum- 
destillation eingeengt, wobei anfanglich noch etwas unreine 
Choloidansiiure zur Ausscheidung gelangte. Die stark einge- 
engte Mutterlauge von dieser triibte sich in der Kiélte und 
nach liingerem Stehen verwandelte sich die ganze Masse in 
ein Aggregat doppeltbrechender Ktigelchen, die abgesaugt und 
mit Eisessig bis zur Farblosigkeit gewaschen wurden. 

Beim weiteren Umkrystallisieren aus Eisessig schieden 
sich feinste Niidelchen aus, die nach dem Absaugen mit Ather 
gewaschen wurden. Nach mehrmaligem Umkrystallisieren war 
fiir dieses Priiparat ein konstantes Verhalten bei der Schmelz- 
punktbestimmung erreicht. Bei raschem Erhitzen in der Kapil- 
lare, wie ich es bei der Choloidansaure stets vorgenommen 
habe, zersetzten sich die Krystalle unter lebhaftem Aufschiumen 
bei 240°; wurde hingegen die Schmelzpunktbestimmung in der 
liblichen Weise langsam vorgenommen, so schmolzen sie bei 
230—231". Ich will es hier unterlassen, alle die vielen Be- 
mihungen und Analysen anzufiihren, die unbefriedigende Re- 
sultate geliefert hatten, bis ich durch die schénen Beobach- 
tungen Letsches!) tiber ein neues Abbauprodukt der Cholal- 
siiure zu der Uberzeugung gekommen bin, da® der von ihm 
beschriebene Kérpeft und zwar in Form der wasserhaltigen 
Siure C,,H,.0,,-2H,O vorliegt. Da ich den Korper stets im 
Vakuum bei etwa 110° getrocknet hatte, war es begreiflich, 
dah anfiinglich keine auf eine einfache Formel stimmenden 
Zahlen zu erhalten waren. Erst durch die Gewinnung des schon 
krystallisierenden und scharf bei 195/196° schmelzenden Esters 
wurde die Sache vollig aufgeklart. 

Nach dem Trocknen des Priparates bei 105° im Vakuum 
ergab die Verbrennung dieses Esters: 


I. 0,1938 g lieferten 0,4140 g CO, und 0,1365 g H,O 
Il. 0,1725 » » QO3692 » » » (01206 » » 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 215. 
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(refunden: Berechnet fiir: 
I. II. Goad ic 
C % 58,26 58.38 58,44 
H %o 7,82 7,82 7,68 


Nach dieser Erfahrung wurden die bei der Gewinnung 
von Choloidansaéure aus Choleinsiiure und Desoxycholsiure ab- 
gefallenen Eisessigmutterlaugen genau so verarbeitet, wie ich 
es bei der Cholalsiiure geschildert habe. Die gewonnenen 
Mengen waren allerdings gering, aber schlieBlich wurde doch 
so viel Material rein erhalten, dali damit die Schmelzpunkt- 
bestimmungen an den freien Siiuren ausgefiihrt werden konnten. 
Auch hier schmolzen beide Praparate unter lebhaftem Auf- 
schiiumen bei raschem Erhitzen bei 240°, bei langsamem Er- 
hitzen bei 230—231°, so wie es Letsche fiir das partielle 
Anhydrid der von ihm untersuchten fiinfbasischen Séure an- 
gibt. Dieses Verhalten zeigten auch Mischungen beider Pri- 
parate miteinander, oder mit dem Priiparate aus Cholalsiaure. 

Obwohl ich eine Wiederholung dieser Versuche mit grOferen 
Substanzmengen fiir notwendig halte, so glaube ich auf Grund 
dieser Beobachtungen wenigstens mit gréSter Wahrscheinlich- 
keit den Schluf ziehen zu diirfen, dah die drei spezifischen 
Gallensiuren in bezug auf die 19 C-Atome der von 
Letsche beschriebenen fiinfbasischen Siiure identisch 
konstituiert sind. 





Betrachtungen uber die Konstitution der spezifischen Gallensauren. 


Versucht man iiber die Konstitution der spezifischen Gallen- 
siiuren zu einer nur annahernd wahrscheinlichen Anschauung 
zu kommen, so ist es vor allem notwendig, die Grundkohlen- 
wasserstoffe der sicher beglaubigten und gut untersuchten Ab- 
bauprodukte derselben einer eingehenden Betrachtung zu unter- 
ziehen. Ich will mich dabei nur auf Abbauprodukte der Cholal- 
sdure beschrinken, da diese vorliufig am besten untersucht 
sind. Als erstes Oxydationsprodukt der Cholalsiure will ich 
hier die Bilianséure und Isobilianséure von der Formel C,,H,,0, 
anfiihren, von welchen es sichergestellt ist, daf sie dreibasische 
Diketonsauren sind. Daher kommt ihnen der Grundkohlen- 
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wasserstoff von der Zusammensetzung C,,H,, zu, der sich von 
dem aliphatischen gesiéttigten Kohlenwasserstoff mit 24 C-Atomen 
C,,H.,,, durch den Mindergehalt von 6 H-Atomen unterscheidet, 
Da die Biliansiéure durch ziemlich energische Oxydation von 
Cholalsiiure mit Permanganat erhalten wird, laBt sich diese 
Differenz von 6 H-Atomen nicht durch Annahme doppelter 
Bindungen in der Bilian- und Isobilianséure, sondern nur durch 
die Annahme dreier total hydrierter RKingsysteme erkliren. 
Aus der Biliansiiure erhilt man nach dem Verfahren von 
Lassar-Cohn!') durch Oxydation in siedender alkalischer Lésung 
mit Permanganat die Ciliansiiure, weleher Lassar-Cohn zwar 
eine unrichtige Formel beigelegt hat und die von mir durch 
Untersuchung dieser Saéure, sowie ihres Esters schon vor vielen 
Jahren zu C,,H,,O, richtiggestellt wurde. Da sie dreibasisch 
ist, und da die beiden extracarboxylen O-Atome nach der Ge- 
winnungsweise und den Eigenschaften der Ciliansiure nur 
Carbonylgruppen angehéren kénnen, obwohl die gewohnlichen 
Ketonreaktionen versagen, so berechnet sich fiir den Grund- 
kohlenwasserstoff der Ciliansiiure die Formel C,,H,,, die gegen- 
liber dem gesattigten aliphatischen Kohlenwasserstoff C,,H,, 
einen Mindergehalt von 4 H-Atomen aufweist, wodurch wir 
fiir die Ciliansiéiure zur Annahme zweier total hydrierter Ring- 
svysteme gezwungen werden. Da die Cillansiure gegen die 
verschiedensten Oxydationsmittel auberordentlich widerstands- 
fihig ist, und zudem langeres Kochen mit konzentrierter 
Salpetersiure, sogar unter Zusatz von Kaliumpyrochromat?) 
schadlos vertrigt, so ist die ungezwungenste Annahme fiir die 
Konfiguration ihres Molekiils die zweier total hydrierter Hexa- 
hydrobenzolringe, die durch eine einzige unverzweigte, ge- 
sattigte, aliphatische Kette miteinander verbunden sind, woran 
aufer den COOH-Gruppen keine Seitenketten vorhanden sind. 
Fiir den Grundkohlenwasserstoff der Cilianséure C,,H,, wiirde 
sich demnach folgendes Formelbild ergeben, in welchem die 
Stellung der CH,-Gruppen dermalen rein willktirlich und un- 
bewiesen ist. 


') Ber., Bd. XXXII, S. 683—687. 
*) Nach Lassar-Cohn und nach eigenen Beobachtungen. 
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CH, CH, 
2, 2 g H ,H_H 
CH—< >— (CH), 4 Du. 
H, H, H, H, 


Da nun die Bildung von Ciliansiiure aus Biliansiiure unter 
Verlust von 4 C-Atomen vor sich geht, wobei aus einem 
Korper mit 3 hydrierten Ringsystemen, der Biliansiiure, ein 
Korper mit nur 2 Ringsystemen hervorgeht, so ergibt sich 
daraus fiir die Konfiguration des Grundkohlenwasserstoffes der 
Biliansiiure C,,H,, eines der beiden nachstehenden Formelbilder 
als einfachste Vorstellung: 


CH, CH, 
H, H, HoH 
4 H/ \H LO — 
CH, 3 
ae )~ (CH,)s ec ae 
H, H, WZ “ 
aN YH, 
H, H 
CH, CH, 
H, H, H H 
cHHZ \NHicyHy. HZ NE: 
3 ‘i i ; 2/5 *~\ # Ny 
H, H, EE i. / 
H, H, 


Da nun aber der Grundkohlenwasserstoff der Cholalsiiure 
C,,H,, einen Mindergehalt von 8 H-Atomen gegeniiber dem ge- 
sattigten aliphatischen Kohlenwasserstoff C,,H,, aufweist, so 
miuissen wir fiir die Cholalsiure entweder 4 total hydrierte Ring- 
systeme annehmen, wie dies Panzer!) getan hat, oder es sind 
darin ebenso wie in der Biliansiure ebenfalls nur 3 total hy- 
drierte Ringsysteme und eine doppelte Bindung enthalten. 

Letsche?) hat gegentiber der Anschauung Panzers 
schon eine Reihe von Bedenken und Uberlegungen geltend ge- 
macht, ohne zu erwihnen, dai die doppelte Bindung in der 
Cholalsiure schon lange zuvor durch das von Langheld®*) 
erhaltene Cholalsiiureozonid streng bewiesen war. Als einfachste 
Vorstellung fiir die Konstitution der Cholalsiure ergibt sich 
demnach eines der beiden nachstehenden Formelbilder, in 





') Diese Zeitschrift, Bd. LX, 8. 407. 
2) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 218. 
3) Ber., Bd. XLI, S. 1023. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 
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welchen die Stellung der Substituenten und der doppelten Bin- 


dung ganz willkiirlich gewahlt ist: 
CH,OH CH,OH 

H, H, NH MH 
COOH HO SH (cH,), HZ 


H , 

Vi if 7 7 i 

Nicci 

H H 
CH,OH CH,OH 
H, H, \H JK OH 
COOH Hem > (cH), H¢ nH €i 
H, H, H, H\_! /H, 

yo 


Wir hitten demnach im Molekiil der Cholalséiure 3 hy- 
drierte Ringsysteme, von denen das mit I bezeichnete lediglich 
erschlossen ist, wahrend Ring II durch Schr6étter’!) zum min- 
desten wahrscheinlich gemacht, Ring III hingegen durch Panzer 
experimentell bewiesen worden ist. 

Schrétter erhielt durch Erhitzen von Cholalsiure, Chol- 
esterin, Terpentin6l oder Kampfer einerseits, mit konzentrierter 
Schwefelséiure bei Anwesenheit von etwas Quecksilber ander- 
seits, und durch nachtriigliche Oxydation mit Salpetersiure 


Benzolpentacarbonsaure : 
COOH COOH 


% 
fF 
ait 
a, * 
COOH COOH 


Diese bildet sich allerdings auch in geringem Betrage 
beim Erhitzen von Kohle mit Schwefelsaéure, doch scheint mir 
der Umstand, daB Schrétter aus Cholalséure 5°/o, aus Chol- 
esterin 4—5°/o, aus Kampfer und Terpentinél hingegen nur 
0,5°/o erhalten hat, dafiir zu sprechen, daf die hohe Ausbeute 
an Benzolpentacarbonséure aus Cholalséiure und Cholesterin 
fiir eine in diesen beiden Koérpern vorhandene, préformierte 
Konfiguration spricht, wie sie Ring II der obigen Formel zeigt, 
wiihrend die Bildung der Benzolpentacarbonsaure aus Kampfer 


COOH 


‘) Monatshefte f. Chemie, Bd. XXV, S. 245, 395 und 749. 
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und Terpentin6! lediglich auf Kosten der abgeschiedenen Kohle 
zu setzen ware. 

Als weiteren Beleg dafiir, daB Ring II ein Hexahydro- 
benzolring ist, und nicht etwa ein Zyklopentan, oder Zyklo- 
heptanring, fihre ich hier schon den Umstand an, dai nicht 
etwa das 14. oder 12., sondern das 13. C-Atom der obigen 
Formeln, wie spater gezeigt werden soll, sich als das letzte 
asymmetrische C-Atom bei stufenweisem Abbau erwiesen hat. 

Ring III hingegen ist durch die schénen Befunde Panzers 
bei energischer Oxydation der Cholalséure mit Salpetersiiure 
als Hexahydrobenzolring experimentell unzweifelhaft sicherge- 
stellt. Ich meine aber im Gegensatze zu Panzer, dal die von 
ihm nach energischer Oxydation der Cholalsiure mit Salpeter- 
sdure isolierten Hexahydrobenzol-Derivate und die daraus durch 
Dehydrierung erhaltenen Benzolderivate nicht verschiedenen 
Ringsystemen, sondern lediglich dem Ringe II], den ich daher 
den Panzerschen Ring nennen mochte, angehdren und be- 
griinde meine Anschauung dadurch, daf die bei etwas weniger 
energischer Oxydation von Cholalsiure entstehenden Korper, 
das ist die fiinfbasische Saure von Letsche und die Choloidan- 
siiure, nur mehr einen einzigen total hydrierten Ring enthalten, 
wie aus der Gegeniiberstellung ihrer Grundkohlenwasserstoffe 
und aliphatischen Grenzkohlenwasserstoffe mit gleicher C-Atom- 
anzahl hervorgeht, deren paarweise Differenzen in beiden Fallen 
2 H-Atome betragen: 


Grundkohlenwasserstoff von: Grenzkohlenwasserstoff : 
Letsches Saure C,H,, Ci. 
Choloidanséure  C,,H4¢. C Bw 


Bei dem Umstande, als, wie friher gezeigt worden ist, 
die Cilianséure bei einem Gehalt von 20 C-Atomen noch zwei 
hydrierte Ringe enthalt, und Letschers Saure mit 19, und die 
Choloidanséiure mit 18 C-Atomen nur mehr einen hydrierten 
Ring enthalten, muf} man schliefen, daB mit dem Verlust des 
20. C-Atomes der Bestand des II. Ringes unmdglich geworden 
ist, und daf in den beiden genannten Sauren neben einem total 
hydrierten Ringe iiberdies noch die Bestandteile des gesprengten 


I]. Ringes enthalten sein miissen. Daher ziehe ich fir die 
12* 
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Choloidansiiure etwa folgende Formel als wahrscheinlich in 
Betracht : 


COOH COOH 
‘, if 
HL be M on 
COOH—~<_z >“ (CH,),— CH 
' 4 13\. 
H, H, COOH 


Hier will ich auch gleich eine weitere neue Tatsache 
anfiihren, die erst im niichsten Abschnitte ausfthrlich mitge- 
teilt werden soll, weil sie jiingeren Datums ist als die vorge- 
brachten Uberlegungen und gewissermafen zu deren Priifung 
dienen kann. Dort wird gezeigt werden, dafB es mir durch 


Erhitzen von Choloidansiiure auf ihren Schmelzpunkt gelungen . 
ist, einen Kérper von der Formel C,,H,,O, zu gewinnen, die 


zweibasische Brenzcholoidansaure, die einen Benzolring enthiilt 
und der ich daher die Formel 
coor é (CHi,),— Gi 
an COOH 
zuschreiben mu. Wie erwartet, war diese Séure optisch aktiv 
und biibte ihr asymmetrisches C-Atom bei Einwirkung von nur 
5 O-Atomen ein, was wenigstens nicht der Annahme wider- 
spricht, daf das 13. C-Atom das letzte asymmetrische C-Atom 
beim stufenweisen oxydativen Abbau der Gallensiéure ist, wie 
meine Formulierung es fordert. 

An dieser Stelle verdienen noch einige andere Korper in 
Betracht gezogen zu werden, weil sie gewissermafen eine gene- 
tische Reihe mit den vorhandenen bilden. Panzer!) hat durch 
Natronkalkdestillation seiner Cholekampfersaure, recte Choloidan- 
siure, einen Kohlenwasserstoff isoliert und beschrieben, dem 
er auf Grund der scharf stimmenden Analysenresultate und der 
Molekulargewichtsbestimmung die Formel C,,H,, eindeutig zu- 
schreiben mufte, ohne iiber dessen Konstitution néheres anzu- 
geben. Meine Nachforschungen in der Literatur haben nun 
ergeben, daf die von Panzer beschriebenen Eigenschaften 
dieses Kohlenwasserstoffes am besten auf Normalheptylbenzol 


CH, 


') Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, 5. 201. 
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LNA ~ - (CH), — CH, 


gegeniiber dem synthetischen n-Heptyl-benzol leicht durch Unter- 
schiede im Barometerstande wahrend der Destillation erkliirt 
werden kann. Und hier soll nun noch darauf verwiesen werden, 
daB ein Koérper von der Konstitution der Brenzcholoidansiéure 
bei der Natronkalkdestillation Normalheptylbenzol notwendiger- 
weise liefern muf. Ich gedenke daher, sobald mir das erforder- 
liche kostbare Material in erforderlicher Menge zur Verfiigung 
steht, diesen Versuch im grofen zu wiederholen, wenn es nicht 
auf anderen Wegen eindeutig gelingen sollte, das Vorhanden- 
sein der vorlaéufig nur erschlossenen Kette — (CH,); — ent- 
weder experimentell zu erweisen oder zu widerlegen. 

Und schlieflich sei hier noch der von Panzer isolierte 
Kérper C,H,,0; angefiihrt, dem er auf Grund einer Reihe von 
Uberlegungen, die ich hier nicht anzufiihren brauche, die Kon- 
stitution einer ]-Oxyhexahydrobenzol-l-4-dicarbonsaure gibt: *) 


aus dem er schlieflich Paraoxybenzaldehyd erhalten hat. 
y ia in.” 
ia 

Dieser K6rper scheint mir aus dem Grund auferordentlich 
wichtig, weil er mich zu der Annahme berechtigt, dafi die 
COOH-Gruppe im Panzerschen Ringe in para-Stellung zur 
Seitenkette sich befindet. 

Wenn ich jetzt zum Schlusse noch erwahne, daf es mir 
durch Oxydation von reiner Bilianséure mit Salpetersiure ge- 
lungen ist, Choloidanséure vom F, = 324° zu erhalten, so ver- 
mogen wir nun eine Reihe von K6rpern zu itiberblicken, die 
einen stufenweisen Abbau der Cholalsdure darstellen: Bilian- 
saure, Choloidanséure und Brenzcholoidansaure, aus der schlief- 
lich N-Heptylbenzol zu erhalten sein mii®te. Alle diese Umstiande 


drangen ebenso zur Annahme der eingangs als wahrscheinlich 





1) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 389. 
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aufgestellten Formel der Cholalsiéure, wie die Uberlegungen 
und Voraussetzungen, die dort dafiir mafgebend waren. 

Diese Formel bietet schon jetzt die Handhabe, um zu 
gewissen Anschauungen Uber die Natur der Isomerie von Des- 
oxycholséure und Choleinsaéure zu gelangen, und sie auf ihre 
Richtigkeit zu priifen. Diese beiden isomeren Sauren unter- 
scheiden sich von der Cholalséure vor allem durch den Mangel 
der sekundiren Alkoholgruppe, und zur Erklaérung ihrer Iso- 
merie kénnte man sich folgende Vorstellung bilden: Gesetzt 
den Fall, die COOH-Gruppe der spezifischen Gallensiuren be- 
finde sich nicht in para-Stellung zur aliphatischen Kette, wie 
ich als sicher annehme, sondern in ortho- oder meta-Stellung 
zu dieser, dann wire als Ursache der Verschiedenheit von 
Desoxychol- und Choleinséure eine cis-trans-Isomerie von Ring I 
gegeniiber der COOH-Gruppe denkbar. Dieser Fall ist aber 
schon jetzt vollig auszuschlieBen, denn er fordert, daB die 
Choloidansiuren aus Desoxychol- und Choleinsiure ebenfalls 
dieselbe Isomerie darbieten, wihrend sie tatséchlich identisch 
sind, wie ich eingangs gezeigt habe. 

Die Ursache der Isomerie von Desoxychol- und Cholein- 
siiure scheint mir vielmehr durch einen ganz andern Umstand 
begriindet zu sein, und ich hoffe, in Kiirze dariiber genaueres 
berichten zu konnen. 

Brenzcholoidansaure. 

Wir haben friiher gesehen, daB die Choloidansaure beim Er- 
hitzen auf 324° unter Aufschiéiumen und Dunkelfirbung schmilzt. 
Diese Tatsache war fiir mich der Anlaf, zu untersuchen, ob 
nicht etwa durch Abspaltung von CO, ein neuer Korper zu er- 
halten wire. Der erste Versuch wurde in einem gewohnlichen 
Schmelzpunktapparat ausgefiihrt, dessen Rundkohlen mit Pa- 
raffin, und dessen Eprouvette mit 1 g reinster Choloidansaure 
gefiillt wurde. Beim vorsichtigen Erhitzen trat allmahlich Ver- 
fliissigung und Aufschiumen auf. Ein itiber die Eprouvette an 
einem Glasstabe hingender Tropfen Barytwasser triibte sich, 
an den kilteren Teil der Eprouvette schlugen sich Wasser- 
tropfen nieder und gleichzeitig war ein scharfer, an Aldehyd 
erinnernder Geruch wahrnehmbar. Wenn das Schiéumen vollig 
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aufgehdrt hat, laBt man den Inhalt der Eprouvette erkalten, 
lést ihn in Ather, filtriert die éitherische Lésung von den koh- 
ligen Teilchen ab und lat den Destillationsriickstand der athe- 
rischen Lésung, nachdem er in wenig Alkohol heif geldst 
worden war, krystallisieren. Bald beginnen sich zu sternfoér- 
migen Drusen angeordnete feine Nadelchen auszuscheiden, die 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren den konstanten Schmelz- 
punkt von 217° zeigen. 

Um von diesem K6rper eine gréfere Menge zu erlangen, 
versuchte ich gréfere Mengen von Choloidansiaure (5—10 g) 
unter mehrfach abgeiinderten Versuchsbedingungen zum Zwecke 
der Gewinnung von Brenzcholoidanséiure, wie ich vorlaulig 
diesen K6rper nennen will, der Schmelze zu unterziehen. Dabei 
erhielt ich aber entweder nur duferst minimale Ausbeuten, 
oder tiberhaupt kein krystallisierendes Produkt. 

Nach dieser Erfahrung war ich genotigt, alle weiteren 
Darstellungen genau so durchzufiihren, wie ich im ersten Ver- 
suche vorgegangen bin, d. h. es wurden je 1 g im Schmelz- 
punktapparate erhitzt. Die Ausbeute an reiner Brenzcholoidan- 
siure vom F. = 217° betrigt im besten Falle 20°/o der ange- 
wandten Choloidansiure. 

3 nach diesem Verfahren dargestellte Priparate verloren 
beim Trocknen im Vakuum bei 105° nichts von ihrem Gewichte 


und gaben bei der Verbrennung folgende Werte: 
I. 0,1606 g lieferten dann 0,1105 g H,O und 0,4008 g CO, 


5 
Il. 0,1361 » > 00944 > >» » O3400> » 
III. 0,1534 » > 0.1084 >» » » OB820 >» » 
Berechnet fiir: Gefunden: 
C,;H,,9, I. Il. III. 
Cy 68,18 68,06 6813 67,91 
H°%% 7,63 7,69 7,76 7,90 


Die Brenzcholoidansaure lést sich leicht in Alkohol und ver- 
diinnter Essigsiiure und kann aus beiden unverdandert krystalli- 
siert erhalten werden; in absolutem Ather ist sie hingegen villig 
unléslich, wihrend sie sich vor erfolgter Reinigung mit Leichtigkeit 
in Ather léste. Als Siure lést sie sich in wiisserigen Alkalien. 

I, 0,1502 g verbrauchten beim Titrieren mit Phenolphthalein 7,5 ccm 
einer "/10-NaQH-Lésung, entsprechend 22,47°/o COOH. 

Il. 0,1762 g verbrauchten 8,7 ccm ®/1o-NaOQH = 22,22°» COOH. 
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Da eine einbasische Saure der Formel C,;H,,0, 17,04°/o 
COOH, eine zweibasische Saure derselben Formel hingegen 
34,08 °/o COOH fordert, so ergibt sich, dafi die Brenzcholoidan- 
sdure eine schwache zweibasische Siéure darstellt, welche im 
ersten Falle ca. 65,93°/o, im zweiten Falke ca. 65,19°/o der 
theoretisch berechneten Alkalimenge verbraucht hat. 

Zwei Bestimmungen des Molekulargewichtes der bei 217° 
schmelzenden Siiure ergaben: 

Losungsmittel: Absoluter Alkohol 7,89 g. 

Il. 8, = 0,1075 A, = 0,039° M, = 396 

I]. s, = 0,4274 A, = 0,149° M, = 395. 

Da das aus der Formel C,,H,,O, berechnete Molekular- 
gewicht 264 betriigt, so verhilt sich das berechnete zum ge- 
fundenen Molekulargewicht rund wie 2 : 3, ebenso wie sich 
die gefundenen COOH-Werte zu den berechneten wie 2 : 3 ver- 
hielten. 

Die Aufklirung dieses eigentiimlichen Verhaltens brachte 
folgende Versuchsreihe : 

Q,2520 g der bei 217° schmelzenden Saure verbrauchten 
beim Titrieren in der Kilte 12,6 cem "/10-NaOH, entsprechend 
22,50°/o COOH, wobei 66,01°/o beider COOH-Gruppen mit 
Alkali besetzt erscheinen. Hierauf wurde noch soviel Lauge 
zuflieBen gelassen, dah im ganzen 23,7 ccm "/10-NaOH der 
Losung zugesetzt waren, und die Losung durch einige Minuten 
gekocht. Nach dem Erkalten waren 6,0 cem "/10-HCl zum Zuriick- 
titrieren erforderlich, es wurden demnach 17,7 cem ®/10-NaOH 
verbraucht, was einem COOH-Gehalt von 31,42°/o entspricht. 
Da die Formel C,,H,,0, 34,08°/o COOH fordert, so erscheinen 
in diesem Falle 92,74°/o der vorhandenen COOH-Gruppen mit 
Alkali besetzt. Die titrierte Lésung wurde nun nach Hinzu- 
fiigen iiberschiissiger Salzsiiture mit Ather ausgeschiittelt und 
der Destillationsriickstand der étherischen Lésung aus Alkohol 
umkrystallisiert, wobei der konstante Schmelzpunkt von 265 
bis 267° erreicht wurde. Die Wiederholung dieses Versuches 
mit 0,5 g der bei 217° schmelzenden Séure lieferte mir noch 
soviel der bei 267° schmelzenden Verbindung, dafi damit fol- 
gende Feststellungen gemacht werden konnten. 
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Molekulargewichtsbestimmung: 
Losungsmittel: Absol. Alkohol: 7,89 g. 


s, = 0,03888g A, = 0,0199 M, = 296 
s, = 0,0862> <A, = 0,040° M, = 310 
s, = 0,1444> <A, = 00599  M, = 350. 


Die graphische Extrapolation von M, und M, auf unend- 
liche Verdiinnung ergibt den Wert von 275, die von M, und 
M, den Wert von 257; die Formel C,,H,,O, heischt fiir M 
den Wert von 264. 


0.1125 ¢ lieferten nach dem Trocknen im Vakuum bei 105° 
0,0773 g H,O und 0,2865 g CO,. 


Berechnet fiir C,,H,,0,: Gefunden : 
C %> 68,18 68,00 
H %o = 7,63 7,69 


0,0923 g verbrauchten bei der Titration in der Kialte bei 
Verwendung von Phenolphthalein als Indikator 6,3 cem™/10-NaOH, 
entsprechend 30,72°/o COOH, wobei 90,12°/o der COOH-Gruppen 
mit Alkali besetzt erscheinen. 

Die einfachste Erklarung fiir die erhobenen Tatsachen 
scheint mir die zu sein, daf die bei 217° und die bei 267° 
schmelzende Siéiure verschiedene Erscheinungsformen desselben 
Stoffes sind, und zwar die bei 267° schmelzende Séure die 
der einfachen Formel C,,H,,O, entsprechende Verbindung, 
wihrend die bei 217° schmelzende Saéure eine komplexe Ver- 
bindung von der Formel 2(C,,H,,0,)X€,;H,,O, darstellt, in 
welcher das Doppelmolekiil mit 2 COOH-Gruppen, vielleicht 
in der Form 


yu HL 
—C—O0—O0—C — 


zusammengehalten wird. Eine solche Verbindung miibte das 
1! 2fache des berechneten Molekulargewichtes und ?/s des 
berechneten COOH-Wertes bei den Bestimmungen ergeben, 
wie ich es an der bei 217° schmelzenden Saure gefunden habe. 

Die Formel C,-H,,O, der zweibasischen brenzcholoidan- 
sdure laBt schlieBen, dafi die Choloidanséiure, wenn sie der 
Schmelze unterzogen wird, 2 COOH-Gruppen einbiifit und aufer 
diesen noch ein 3. C-Atom verliert, sowie dai in bezug auf 
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den Gehalt der neuen Verbindung an H-Atomen eine wesent- 
liche Veriinderung eingetreten ist, wie aus folgenden Uber- 
legungen klar hervorgeht. 

Der gesittigte aliphatische Kohlenwasserstoff mit 15 C- 
Atomen hat die Formel C,.H,,. Ein gesattigter Kohlenwasser- 
stoff mit einem hydrierten Ring mit 15 C-Atomen folglich 
C,;H 5). Da nun der Grundkohlenwasserstoff der Brenzcholoidan- 
siiure C,,H,, ist und dieser sich von letzterem durch den 
Mindergehalt von 6 H-Atomen unterscheidet, so geht daraus 
hervor: 

1. Dafi das in der Choloidansiiure aus der Formel er- 
schlossene Ringsystem ein Hexahydrobenzolring ist, und 

2. Dab bei der bildung der Brenzcholoidansiéiure beim 
Schmelzen von Choloidanséure aus dem Hexahydrobenzolderivat 
durch totale Dehydrierung ein Benzolderivat entsteht. 

Wenn wir nun im Sinne der friiher auseinandergesetzten 
Anschauungen iiber die Konstitution der Gallenséiuren und ihrer 
Derivate fiir diese neuen Tatsachen, das ist fiir die Brenz- 
choloidansiiure eine Formulierung suchen, so ergibt sich dafiir 


nur die folgende: 
CH, 
a cH, — 


ie! ‘ 
— *\COOH 


a-Methyl-Z-parabenzoesiure, Normalcaprinsiure. 


COOH 


Aus dieser Formel labt sich unmittelbar herauslesen, dab 
eine solche Verbindung ein asymmetrisches C-Atom enthait. 
Die alkoholische Losung der Brenzcholoidanséiure von 217° 
ist tatsiichlich stark optisch aktiv: | 

ec = 3,9040 


| = 100 mm 
a = + 1,78° 
a, = -+ 45,6°. 


Obwohl weitere genauere Untersuchungen und_syste- 
matische Abbauversuche der Brenzcholoidansaéure nicht nur 
wiinschenswert, sondern sogar unerliflich sein werden, so 
waren diese gegenwiartig aus Materialmangel nicht durchzu- 
fiihren, denn erstens ist viel kostbares Material bei den Ver- 
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suchen, die Schmelze mit gréferen Mengen von Choloidan- 
siure durchzufiihren, zugrunde gegangen, und anderseits ist 
die Wintergalle durchaus nicht zur Gewinnung von Choloidan- 
siure geeignet, denn die Ausbeute ist im Sommer vielleicht 
doppelt bis dreimal so grof als im Winter. Die Ausbeute an 
Brenzcholoidansaure, bezogen auf das Gewicht der urspriing- 
lichen Rindergalle, betriigt im Sommer etwa 0,02—90,03 °/o, 
im Winter hingegen nur 0,01°/o. 

Immerhin ist es mir aber mit dem bescheidenen, noch 
vorhandenen Reste der Brenzcholoidansiiure gelungen, eine 
weitere Tatsache aufzufinden, welche fiir die Wahrscheinlichkeit 
der obigen Formel spricht. 

Wenn die Ursache der Asymmetrie der Brenzcholoidan- 
siure die am a-C-Atom sitzende Methylgruppe ist, dann miifte 
die Asymmetrie nach der Oxydation dieser zu einer COOH- 
Gruppe verschwinden. Dementsprechend wurden 0,7 g Brenz- 
choloidanséure in wenig NaOH gelést, verdiinnt, und 35 ccm 
einer 4°/oigen Permanganatl6sung, entsprechend ca. 5 O-Atomen, 
portionenweise unter zeitweiliger Erwairmung am Wasserbade 
einwirken gelassen. Wihrend die 3 ersten O-Atome ziemlich 
rasch verbraucht wurden, trat hierauf eine wesentliche Ver- 
zogerung ein. Die Reaktionsfliissigkeit wurde mit Natrium- 
bisulfat und Schwefelsiure entfiirbt und zweimal mit Ather 
ausgeschiittelt. Der Riickstand der dtherischen LOsungen wog 
nach dem Trocknen 0,3532 g; er wurde mit Alkohol auf 20 ccm 
Lésung gebracht und erwies sich bei einer Konzentration von 
1,7660 als optisch vollig inaktiv. 

Daraus glaube ich nun den Schluf ziehen zu diirfen, dal 
in der Brenzcholoidanséure, wie vorausgesehen, nur das a-C- 
Atom, das ist das 13., und kein anderes asymmetrisch ist, 
wie es die Forme] einer a-Methyl-Z-parabenzoesiiure, Normal- 
caprinsdure, eben fordert, und daraus geht weiter hervor, daf} 
die Kette —(CH,),—- normal ist und nicht verzweigt sein kann. 

Der sicherste Weg, um zu entscheiden, ob die der Brenz- 
choloidanséure zugesprochene Konstitution zutrifft, ist die 
Synthese einer a-Methyl-Z-parabenzoesiiure, Normaleaprinsiiure, 
mit der ich gegenwiirtig beschiftigt bin. 
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Fiir den Nachweis intracellularer Fermente besitzen wir 
zurzeit im wesentlichen nur zwei Methoden, einmal die Ver- 
folgung des Abbaus bestimmter Verbindungen durch autoly- 
tische Prozesse und zweitens die Darstellung von Prefsaften 
aus Geweben. Die erstere Methode hat manche Nachteile. 
Sie ist im allgemeinen vor allem nicht zu quantitativen Ver- 
suchen geeignet, weil bei der Autolyse ein ausgedehnter Abbau 
der verschiedenartigsten Substanzen stattfindet und die mannig- 
fachsten Prozesse nebeneinander herlaufen. Eine bedeutend 
elegantere und tibersichtlichere Methodik ergibt die Verwendung 
von nach der Methode von E. Buchner dargestellten Pref- 
siiften. Die meist wenig gefirbten, klaren Losungen gestatten 
auch eine Verfolgung ihrer Kinwirkung auf optisch-aktive, resp. 
racemische Verbindungen. Im Laufe einer grofen Reihe von 
Untersuchungen hat sich nun herausgestellt, daB die in tiblicher 
Weise durch Verreiben von Geweben mit Quarzsand, Vermengen 
mit Kieselgur und Auspressen unter einem, bis zu 300 Atmo- 
sphiiren gehenden Druck, hergestellten PreBsafte in vielen Fallen 
keine Einwirkung auf bestimmte Verbindungen ergeben, trotz- 
dem unzweifelhaft die gesuchten Fermente in den untersuchten 
Geweben vorhanden waren. So beobachteten wir wiederholt, 
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dal} Prebsiifte von Pilzen Polypeptide nicht spalteten, wihrend 
bei der Verwendung des Mycels eine Spaltung nachweisbar 
war. Sehr instruktiv lassen sich diese Befunde durch Ver- 
wendung von Seidenpepton gestalten. In Fallen, in denen der 
dargestellte Prefsaft weder Polypeptide noch Pepton spaltete, 
erwies sich die ausgeprefte Kieselgurmasse als fermenthaltig. 
Wurde der nach dem Auspressen verbleibende Riickstand mit 
einer 10—20°/oigen Seidenpeptonlésung durchgeknetet und 
dann das Gemisch bei 37° aufbewahrt, dann beobachtete man 
schon innerhalb 24 Stunden das Auftreten zahlreicher feiner 
Knétchen. Es sind dies Drusen von Tyrosinkrystallen. Diese 
Beobachtung, die mit den von Pringsheim und Zemplén!) 
bei Versuchen tiber Polysaccharide spaltende Fermente ge- 
machten Befunden iibereinstimmt, zeigt, dab es ganz unmdoglich 
ist, PreBsafte von Geweben als Kriterium fiir die An- resp. 
Abwesenheit von Fermenten speziell der Gruppe der proteo- 
lytischen zu verwenden. Nur der positive Befund liaft Schliisse 
zu. Negative Resultate schlieBen die Méglichkeit ein, dab die 
Fermente nicht in den Prefsaft tibergegangen sind. Man wird 
in Zukunft bei derartigen Untersuchungen neben dem Prefsaft 
stets auch den Prefriickstand — Kieselgur +- zerriebenes Ge- 
webe — untersuchen miissen, um vor Téuschungen bewahrt 
zu bleiben. Ganz analoge Beobachtungen, wie mit Pilzpreb- 
siiften, haben wir auch bei Verwendung von tierischen Organen 
gemacht. Wiederholt beobachteten wir, daf die einzelnen Frak- 
tionen der gewonnenen Prefsafte — 1. bis 50 Atmosphiren, 
2. 50—150 Atmosphiiren, 3. 150—300 Atmosphiren — Poly- 
peptide nicht spalteten. Wurde der Prefriickstand nochmals 
mit physiologischer Kochsalzlésung gut vermischt und das Aus- 
pressen wiederholt, so war der Prebsaft wiederum vollig in- 
aktiv. Der Prefriickstand dagegen gab, mit Seidenpeptonlésung 
durchtrinkt, Abscheidung von Tyrosin. 

Wir haben die eben erwahnten Beobachtungen bei der 
Fortfiihrung unserer Untersuchungen tiber das Vorkommen von 





') Hans Pringsheim und Géza Zemplén, Studien iiber die 
Polysaccharide spaltenden Enzyme in Pilzprefsaften. Diese Zeitschrift, 
Bd. LXII, S. 367, 1909. 
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peptolytischen Fermenten gemacht, welche Polypeptide spalten, ') 
an deren Aufbau optisch-aktive Aminosduren enthalten sind, die 
bis jetzt nicht in der Natur aufgefunden worden sind. Die Pref- 
sifte der angewandten 14 Pilze zeigten zum grofen Teil keine 
Einwirkung auf Glycyl-l-tyrosin und auf dl-Leucyl-glycin. Posi- 
tive Resultate gaben nur die PreBsafte von Aspergillus Wentii, 
Fusarium vasinfectum und Sclerotina sclerotiorum. 


Aspergillus Wentii. 


Nahrlésung: Rohrzucker, 0,1°/o Pepton +- (NH,),S0O,. 
Wachstum: 3. Juli bis 20. Juli 1909. 
1 ccm Prefsaft, 
1 » Wasser, 
5 » dl-Leucyl-glycinlésung (*/1000-Mol.). 
9°99 + 053° 21. VII. 09. 
19% +L 0,499 
[oo ++ 0,42° 
ge 6+ 039° 
699 -L 030° 
goo -1+- (),.27° 


Fusarium vasinfectum. 


Naihrlésung: Rohrzucker, Pepton. 
Wachstum: 3. Juli bis 3. August 1909. 
1 ccm Prefsaft, 
1 » Wasser, 
5 » dl-Leucyl-glycinlésung ('/1000-Mol.). 
109° -L 0,259 29. VII. 09. 
11°° + 0,22 
12°° + 0,20° 


(°° + 0,20" 

300 1 020° 

$9 1. 020° 

5? + 0,20° 

10°° + 0,16° 30. VII. 09. 
12° + 016° 

39 =. 0,149 

5° + 014° 

99 -+ 010° 31. VII. 09. 


'} Emil Abderhalden und Hans Pringsheim, Studien iiber 
die Spezifizitat der peptolytischen Fermente bei verschiedenen Pilzen. 


Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 249, 190% 
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Sclerotinia sclerotiorum. 


Nahrloésung: Rohrzucker, Pepton, schwefelsaures Ammoniak. 
Wachstum: 10. Juli bis 4. August 1909. 
1 ccm Prefsaft, 
1 » Wasser, 
5 » dl-Leucyl-glycinlésung (‘'/1000-Mol.). 
9g ++. (0,259 35. VIII. 09. 114° +. 0,25° 5. VILL. 09. 








11°° — 0,10° 12° + 0,09° 
115° — 0,259 127° + 0,06° 
12°° — 0,45° 49° ~— 0,08° 
12% — 065° 50 - 0,55° 
{4° — 0,70° 59° =— 0,72° 
3% — 0,90° 54 ~— 0,789 
i 450 __ (). 94 0 6%9 — 0,82” 
as = — 0,90° 8% — 0,95° 6. VILL. 09. 
6°99 — 0,88° 
899 — 0,92° 6. VIII. 09. 


Sclerotinia selerotiorum. 





Nahrlésung: Rohrzucker, Pepton, schwefelsaures Ammoniak. 
Wachstum: 10. Juli bis 4. August 1909. 

1 ccm Prefsaft, 

1 » Wasser, 


5S » Seidenpeptonlésung. 5 °%/cig. 
10°° — 1,00° 5. VIII. 09. 


11°° — 0,87° 
jy. 0.900 
399 ~— (,87° 
5°° — 060° schwer ablesbar. 


639 — 0,56° 
889 — 060° 6. VIIL. 09. 

Wir haben an Stelle der Polypeptide auch Seidenpepton 
gewahlt und hier meist Spaltung erhalten. Nur in fiinf Fiillen 
blieb die Spaltung ganz aus. Durch Ziichtung auf Witte-Pepton 

| konnte bei zwei Pilzen — Penicillium glaucum, Mucor javanicus — 
{ Abbau von Seidenpepton nachgewiesen werden. In mehreren 

Fiillen spaltete das Mycel des Pilzes auch dann, wenn mit dem 
PreBsaft ein Abbau von Seidenpepton nicht nachweisbar war. 
| Die folgende Tabelle gibt einen Uberblick iiber die Ein- 
wirkung verschiedener Pilze auf Seidenpepton. -- bedeutet, 
daSh das Seidenpepton gespalten wurde. 
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Uber intracellulire Fermente. 








Art des Pilzes 


Nahrlésung !) 


Wachstum 


————— 


| Spaltung 





1. Aspergillus Wentii 


2. Monilia sitophila 
3. Mucor javanicus 


> 


6. Aspergillus niger 


7 orycae 
8. Penicillium dubium 
y > glaucum 


i1. : 
(glaucum ?) 
ihnhiche Form 
Trichothecium roseum . 


o 


14. Mucor rhizopodiformis . 
15. Merulius lacrimans 

16. Comophora 

17. Mucor corymbifer . 

[8. Sclerotinia sclerotiorum . 
19. > 

20). trifoliorum . 
21. Penicillium purpurogenum 
aa | 
23 

24. Hyphomyces rosellus 


». Fusarium vasinfectum . 


he > 


Rohrzucker 
(NH,),50, 


desgl. 
» 


Pepton 


Rohrzucker 
(NH,),5O 
desgl. 


Pflaumendekokt 
Pepton 


Rohraucker (NH,),S0, 
Rohrzucker, 


Pepton,(NH,),SO,: 


Pepton 


G@lakose, Glutaminsaare , 


Papier, (NH,),50, 
Rohrzucker 
(NH,),S0, 

Rohrzucker, 


Pepton (NH,),S0O, 


desgl. 


Gilukose, Glataminsiure 
Rohrzucker 
(NH,),SO, 
Glukose, 


| Glutaminsiure | 


Rohrzucker 
(NH,),SO, 
Rohrzucker, 


Pepton (NH,),SO, 


desgl. 


.  traubensaares Ammon 16. » » 9 » 


10. Mirz bis 24 


Pflaumendekokt 9. 


23. Nov. 


15. >» » 


‘15. 


28. Juli bis 24. Okt. 09 
28. >» » 


10. Nov.09 
24. Okt. 09 
. Okt. 09 
8.—13. Jan. 10 


16. » » 


», Dez. bis 5. Jan. 10 
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| ') Zuerst steht die Kohlenstoff-, dann folgt die Stickstoffquelle. Als Salze wurcen 


KH,PO,, MgSO,, 


NaCl und Spuren von FeSO, gegeben. 


























Die Formoltitration im Harne. 
Von 


Dr. L. de Jager zu Stiens. 


Der Redaktion zugegangen am 17. Februar 1910 


Der von mir gefundene Fehler bei der Formoltitrierung, 
daf néimlich die Aciditiit einer Mischung von Salmiak und Amino- 
siiuren nach Formolzusatz weniger zunimmt, als die Summe 
der Aciditiitszunahme beider Bestandteile getrennt entspricht, 
ist von V. Henriques und S. P. L. Sérensen') einer ein- 
eehenden Nachpriifung unterzogen worden. 

Die Verfasser kommen zu der Annahme, dali wahrschein- 
lich die Bildung von Hexamethylentetramin in zwei Abschnitten 
verliiuft, und dafi das eventuell gebildete Methylenimin mit der 
Aminosiiure reagieren kann. Eine starke Stiitze findet diese 
Annahme in dem §. 130 mitgeteilten Versuch, nach welchem 
die Aciditiitszunahme des Glykokolls um so grober wird, Je 
spiiter letzteres zu der titrierten Salmiakformolmischung hinzu- 
gesetzt wird, d. h. je weiter die Bildung von Hexamethylen- 
tetramin fortgeschritten ist. 

Ks scheint mir diese Sache noch etwas verwickelter zu 
sein. Ich habe Versuche. welehe ich nach Verdéffentlichung 
meiner ersten Abhandlung angestellt hatte, wiederholt und glaube 
gerade in dem Hexamethvlentetramin die Ursache, wenigstens 
zum Teil, suchen zu miissen. 

Ich wiederholte die Versuche mit Mischungen von Salmiak 
und Glykokoll unter Zusatz von kiiuflichem Hexamethylentetramin 
und erhielt folgende Zahlen. 


Glykokoll. ... «ss. see ess o  SCem hone 
ED, ge we me @ « © 4S Me ee we > 
Glykokoll + Salmiak ....... . . 12,3 


Glykokoll +- Salmiak -+ 100 mg Urotropin 12,05 
Ich titrierte bis zur ersten Rétung. Bis zu stark roter 
Farbe brauchte ich in den beiden letztgenannten Mischungen 
resp. 12,6 und 12,4 com NaOH. 
Zusatz von Hexamethylentetramin zu einer Losung von 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 120. 


— 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. I: 
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Glykokoll oder von Salmiak blieb ohne EinfluB. Als ich eine 
Mischung von Glykokoll und Hexamethylentetramin wiihrend 
24 Stunden stehen lief}, bekam ich anstatt 3,7 nur 3,5 cem NaOH. 

Weiter setzte ich Formalin zu einer LOsung von 100 mg 
Hexamethylentetramin, neutralisierte zur leichten Rétung. Nach 
Zusatz von Glykokoll betrug die Aciditaétszunahme jetzt 3,6 
anstatt 3,8 com NaOH. 

Erklaren kann ich die Sache nicht. Man konnte sich 
vorstellen, dal} das Hexamethylentetramin sich zu Methylenimin 
oder zu Trimethylentriamin zuriickbilde unter Aufnahme von 
NH,, etwa nach der Gleichung 

(CH,),N, + 2 NH, = 6 CH, - NH 
es ist aber nicht einzusehen, wie dadurch die bildung eines 
weniger sauren Korpers zustande kommen sollte. Diese Ansicht 
konnte eine Stiitze darin finden, dafi ich keinen influ des Hexa- 
methylentetramins sah, als ich zuerst diesen Korper zu der 
Salmiakl6sung und nachher Glykokoll zusetzte, wohl aber wenn 
ich vor dem Zusatz Glykokoll und Salmiak mischte. 

Es ist immerhin mdéglich, dab das von mir verwandte 
Priparat nicht hinreichend rein war. Doch scheint es mir 
angebracht, die Versuche mitzuteilen. 

Auf einen zweiten Punkt méchte ich noch hinweisen. Bei 
der Methode nach Sérensen wird die Aciditét des vorbe- 
reiteten Harns mit Lackmus, und nach dem Formolzusatz mit 
Phenolphthalein gepriift. Darauf hat Malfatti!) hingewiesen; 
ich mOchte aber auch nach der Erwiderung von Henriques 
und Sdrensen?) dagegen eine Bemerkung machen. Der auf 
S. 35 mitgeteilte Versuch ergibt folgendes. Der gegen Lackmus 
neutralisierte Harn erforderte bis zur deutlichen Rotfarbung 
0,75 cem NaOH, nach Formolzusatz 7,16 cem NaOH. Die 
Aciditiitszunahme wiirde nach dieser Methode 7,16—0,75 = 
6,41 ecm NaOH betragen. Bis zum stark roten Farbton waren 
erforderlich resp. 1,95 und 7,51 cem NaOH. Aciditétszunahme 
also 7,51 — 1,95 = 5,56 eem NaOH. Nach dem Verfahren von 
Sédrensen ist die Zunahme 7,51 ccm NaOH. Nun soll nach 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 499. 
%) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 28. 
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Ansicht von Henriques und Sérensen der Harn keine Séuren 
enthalten, welche Einfluf haben kénnen. Dieses scheint mir 
aber nicht richtig. Der Harn enthialt neben Phosphaten noch 
andere fiir Phenolphthalein sauer reagierende Kérper. Wie sich 
diese Korper Lackmus gegeniiber verhalten, ist nicht bekannt. 
Aus der groben Menge Natronlauge, welche in dem oben er- 
wihnten Versuch zugesetzt werden mufbte, um einen schwach 
roten Farbton mit Phenolphthalein zu bekommen, ziehe ich die 
Schlubfolgerung, dali} diese Korper gegentiber Lackmus alkalisch 
reagieren. In den 8. 30 und 31 mitgeteilten Versuchen ist diese 
Differenz gering, in dem ersten Versuch z. B. 0,3 : 9,85 = 3°/o. 
In dem Versuch auf S. 35 ist diese Zahl aber 10°/c, oder bis 
zur stark roten Farbe 26°/o. Diese Differenz kann wohl nicht 
durch Ammoniak und Aminosauren verursacht sein, sondern 
durch andere sauer reagierende Korper. Nach dem Verfahren 
nach Sérensen werden diese Kérper den Aminosiuren zu- 
gezihlt. Genaue Zahlen sind bei der Titrierung mit Phenol- 
phthalein nicht zu erhalten. Da scheint es mir doch besser, 
bis zum sichtbar roten Farbton zu titrieren, weil Anfang und Ende 
dann weiter auseinander liegen als bei der stark roten Farbe. 
Ich habe in einer Reihe Versuche nach der Sérensenschen 
Methode und nach den Angaben Malfattis (nur setzte ich 
Kaliumoxalat hinzu) titriert und fand immer ungefiihr dieselben 
Werte. In der Kegel gibt die S6rensensche Methode etwas 
hdhere Zahlen. Ich habe aber immer nur bis zur sichtbaren 
roten Farbe titriert. Ich fand in einigen Versuchen in 20 ccm 
Harn eine Aciditiitszunahme in Kubikzentimetern "/10 NaOH von 


Nach Malfatti Nach Sérensen 
dD 5,4 
6,7 7.0 
a 7,125 
6,2 6,255 
G4 Q 7D 
7.) 7.625 
oe 6.875 
7.6 7.3709 
vii 7.09) 
8.4 8.2) 
G 4 95 
4.8 AG 
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Wenn nach den Methoden von Malfatti untersucht wird, 
mub selbstverstindlich bis zur sichtbaren Rotfiirbung  titriert 
werden, weil gerade die untere Grenze beim Filtrieren bis zur 
stark roten Farbe sich nach oben verschiebt. Wenn Kalium- 
oxalat hinzugesetzt wird, ist der Einfluf der Phosphate aus- 
geschlossen, weil diese sowohl vor als nach Zusatz von 
Formalin dasselbe Verhalten zeigen. Die von mir nach der 
Sorensenschen Methode gefundenen Zahlen sind zu niedrig, 
weil ich bis zur schwachen Roétung titrierte. Wenn bis zur 
stark roten Farbe titriert wird, werden die Zahlen hoher er- 
scheinen. Nun ist aber nicht zu sagen, welche der sauren 
Kérper des Harns durch den Barytzusatz entfernt werden. 
Sicher wird die Harnsiiure gefiallt, deren Einflub aber gerade 
ohne Bedeutung ist. Die anderen sauren Korper, welche der 
Harn enthiilt, werden, sofern sie nicht von dem Baryt gefiillt 
worden sind, den Aminosiiuren zugezahlt. Theoretisch mul 
die S6rensensche Methode im Harn also zu hohe Zahlen er- 
geben, wiihrend bei dem mit Kaliumoxalat versetzten Harn nur 
bei Anwesenheit hoOher organisierter Aminosaéuren ein zu geringer 
Wert erhalten wird. 

Weil letztere Methode einfacher ist und die rote Farbe 
bei Phenolphthaleinzusatz mir leichter zu kontrollieren erscheint 
als die Reaktion mit Lackmuspapier, méchte ich fiir die Amino- 
siiuren diese Methode vorziehen. Ob die Hippurséure und die 
Polypeptide ohne Vorbehandlung des Harns bestimmt werden 
kOnnen, lasse ich dahingestellt, weil mir eigene Versuche fehlen. 
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Zur Kenntnis der Verdauungs- und Resorptionsgesetze. 
I. Mitteilung. 
Methodische Angaben. 


Von 


E. S. London. 





(Aus der pathologischen Abteilung des K. Institutes fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Februar 1910.) 


I. Polychymotischer Hund. 


Die von mir und meinen Mitarbeitern auf dem Gebiete 
der Verdauungs- und Resorptionsforschungen gewonnenen ex- 
perimentellen Daten sind von Svante Arrhenius!) rechnerisch 
bearbeitet worden. Dank seinen sinnreichen Ausfiihrungen konnte 
festgestellt werden, dafi ungeachtet ihrer Kompliziertheit und 
ihrer sténdigen Verdnderlichkeit die Prozesse der Verdauung 
und Resorption denselben allgemeinen Gesetzen unterliegen, 
wie viele chemische Reaktionen in vitro. 

Obgleich die mathematischen Formeln auf Grund eines 
ausgiebigen Materials aufgestellt wurden, sind selbstversténd- 
lich noch viele experimentelle Untersuchungen notwendig, um 
endgiiltig die Richtigkeit der Formeln sicher zu stellen und diese 
noch weiter auszubauen. 

Die vorliegende Untersuchungsserie ist zu diesem Zwecke 
unternommen. 

Um Wiederholungen zu vermeiden, wird in der ersten 
Mitteilung eine neue Methodik auseinandergesetzt. 

Es ist kaum zu bezweifeln, daB sémtliche Funktionen der 
Verdauungsorgane — die Motilitaét, die Sekretion, die Verdau- 
ung, die Resorption — einer strengen Gesetzmiafigkeit unter- 
worfen sind. Wenn in den alteren Untersuchungen eine solche 
GesetzmiBigkeit nicht zum Ausdruck kam, so ist dafiir die zur 
Anwendung gelangte Methodik zu beschuldigen. Eine jede Me- 
thodik nimlich, die zur Feststellung des Verlaufes von Er- 
scheinungen im Gebiete der Verdauungsorgane dienen und die 
quantitativen Verhaltnisse der Erscheinungen beriicksichtigen 


’) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 323. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 14 
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soll, setzt einen kiinstlichen Eingriff in diese Erscheinungen 
voraus. Selbstredend kénnen die verschiedensten Methoden zu 
einem und demselben Ziele fiihren; der Vorzug muf aber der- 
jenigen Methode gegeben werden, die erstens am wenigsten 
die normalen Verhiltnisse beeintriachtigt und zweitens es ge- 
stattet, die groBmoégliche Summe von Erscheinungen und ferner 
jede einzelne Erscheinung im weitesten Mae zu studieren. 

Bei allen ihren unbestreitbaren Vorziigen litt die vorige 
Methode zum quantitativen Studium der Verdauungsdriisen- 
sekretion daran, dafB die Vorgiange an Sekretionen studiert 
wurden, die aus blinden Kaniélen stammten und demgemaf 
von der Mitarbeit an dem normalen Verdauungsprozef aus- 
geschlossen waren. Wenn z. B. die Pankreassekretion studiert 
werden soll auf Grund der Ausscheidung aus einer Pankreas- 
fistel, so ist schon der Umstand, daf8 der Pankreassaft nach 
auben geleitet wird und nicht in den Darmkanal, gentigend, 
um die Methodik als fiir quantitative Studien unzureichend zu 
bezeichnen, da die Mitbeteiligung des Pankreassaftes am nor- 
malen Verdauungsgang nicht zu unterschitzen ist. Des weiteren 
birgt diese Methode den Nachteil, dafi sie uns nicht gestattet, 
iiber das Verhiltnis des Pankreassaftes zu den tibrigen bei 
der Verdauung mitbeteiligten Momenten etwas Niheres zu er- 
fahren. 

Das Gleiche kann auch gesagt werden beziiglich des 
Studiums der Galleabsonderung, der Absonderung des Pankreas- 
saftes aus der ersten Papille, der Darmsaftabsonderung usw. 
Was nun den sogenannten «kleinen Magen» anbetrifft, so mub 
darauf hingewiesen werden, dab, ungeachtet eines gewissen 
Parallelismus zwischen letzterem und dem Hauptmagen, die 
genauen quantitativen Verhaltnisse am sichersten nur auf Grund 
der Arbeitsleistung des Gesamtmagens berechnet werden kénnen. 

Mit Hilfe der Polyfistelmethode ist es mdglich, diese 
Versuchsfehler zu umgehen. Es gelingt dabei, sowohl die quan- 
titative als auch die qualitative Seite der verschiedenen Sekre- 
tionsvorgiinge gleichzeitig zu verfolgen, wobei die abgesonderten 
Sekrete in normaler Weise in den Darm weiter befordert werden. 

Das Wesentliche der Methode besteht darin, daf in das 
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Duodenum eine zweikammerige Fistelréhre eingesetzt wird, 
wobei die Scheidewand zwischen der I. und IJ. Papille gelegen 
sein muB. In die anale Hilfte der Fistelréhre bringt man als- 
dann den Ballonapparat und die orale Hilfte bleibt frei. 

Kurze Zeit nach der Nahrungsaufnahme beginnt aus der 
oralen Hilfte der Mageninhalt auszuflieBen. In die orale Hiilfte 
miindet auch die erste Papille, welche, solange die Entleerung des 
Magens vor sich geht, als Regel geschlossen bleibt. Der in einer 
bestimmten Zeit ausgeschiedene Mageninhalt wird gemessen, 
und in einer aliquoten Portion desselben (ca. 1—2 cem) wird 
der Sauregehalt, der Stickstoff und dergl. bestimmt. Die tibrige 
Menge der Magenentleerung wird allmihlich in den Darm jen- 
seits des Ballons gebracht. Als Folge davon sehen wir den 
Pylorus sich schliefen und aus der ersten Papille die Abson- 
derung der Galle, des pankreatischen Saftes, gesondert oder 
zusammen in Erscheinung treten, wobei dieselben in die orale 
Hilfte abgesondert werden. In die anale Halfte sondert sich 
hingegen der pankreatische Saft aus der zweiten Papille ab. 

Aus den gewonnenen Sekreten werden kleine Proben ent- 
nommen zur Anstellung von verschiedenen Priifungen. Der 
Rest wird mit dem neu ausgeschiedenen Mageninhalt vermengt 
und wieder durch den Ballonapparat in den Darmtraktus tiber- 
gefiihrt. Mit einem Worte, durch die beschriebene Versuchs- 
anordnung ist es uns ermdglicht, tiber die Hauptsekrete der 
Verdauungsdriisen einzeln zu verfiigen und die qualitativen bezw. 
die quantitativen Verhialtnisse festzustellen. 

Um den normalen Verhiltnissen méglichst nahe zu kommen, 
ist es ratsam, die gesammelten Sekrete hiufiger weiter zu be- 
fordern. In den Fallen, in denen wir sowohl die qualitative 
als auch die quantitative Seite der verschiedenen Sekretionen 
beriicksichtigen wollen, ist es richtiger, die Beobachtungsinter- 
valle zu verlingern, da gridfere Mengen auch eine gréfere 
Genauigkeit bei den Versuchen gewahren. 

Da bei der obigen Versuchsanordnung simtliche Safte 
Beriicksichtigung finden, so kann der betreffende Versuchshund 
als «<polychymotischer» Fistelhund bezeichnet werden. 

Die Versuche gestatten des weiteren, neben dem Studium 

14* 
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der Sekretionsvorgaénge auch einen Aufschluf tiber die Titig- 
keit des Pylorus zu gewinnen. 

Die Papillenséfte sind als vollkommen rein zu bezeichnen, 
wenn die Magenentleerungen neben dem Magensaft die ver- 
dauten und unverdauten Nahrungsbeimengungen enthalten. Da 
aber im Magen keine Resorption stattfindet, so gelingt es, die 
Menge des Magensaftes leicht abzuschatzen. 

Soweit es sich um die Bestimmung der Saftekonnexe 
handelt, sind die Untersuchungen der vorliegenden Serie am 
«polychymotischen» Hunde angestellt worden. Uber besondere 
Versuchsbedingungen werden die diesbeziiglichen Angaben an 
den betreffenden Stellen gemacht. 


II. Zum Studium der Darmverdauung. 

Beim Studium der Darmverdauung mittels der Polyfistel- 
methode ist darauf zu achten, dafB der Gang der Verdauung 
moglichst normal bleibt. 

Libt man die Fistel wihrend der ganzen Versuchszeit 
offen, um den gesamten Chymus aufzunehmen, so wird die 
Verdauungsdauer verkiirzt durch den Ausfall der Riickwirkung 
von dem tiefer liegenden Darmabschnitte aus. Die Verkiirzung 
ist desto grofer, je hoher die Fistel angelegt ist. Es ist also 
vorteilhafter, folgenderweise zu verfahren. Man fiittert den Hund 
im Gestell bei offener Fistel und schlieBt diese mit dem Korken 
nach Verlauf einer Viertelstunde. Am Anfange der zweiten 
Verdauungsstunde 6ffnet man die Fistel wieder fiir eine Viertel- 
stunde, wihrend welcher der Chymus gesammelt wird. Ebenso 
wird in den weiteren Verdauungsstunden verfahren. Nach 
einigen ‘Tagen wird der Versuch wiederholt mit dem Unter- 
schied, dafi der Chymus wihrend des zweiten Viertels je einer 
Verdauungsstunde gesammelt wird. Dann kommt die dritte und 
endlich die vierte Viertelstunde zum Versuch. Addiert man 
nun die entsprechenden Viertelstundenzahlen, so bekommt man 
fiir die normale Darmverdauung gut verwertbare Daten. 

Bei Fettspeisen ist besser, die Verdauungsstunden in noch 
kleinere Abschnitte zu teilen. Die Versuche sind aber dann zu 
umstiindlich. Uber die Einzelheiten kommen wir an den be- 
treffenden Stellen. 


























Zur Kenntnis der Verdauungs- und Resorptionsgesetze. 
Il. Mitteilung. 


Uber die Verdauung feingemahlenen Fleisches im Magen. 
Von 
E. S. London und A. G. Rabinowitsch. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


Bei der Nachprifung der Resultate, zu denen die rechne- 
rische Bearbeitung unserer quantitativen Untersuchungen durch 
Svante Arrhenius hinsichtlich der Verdauung und der Re- 
sorption gefiihrt hatte, lenkten wir zuerst unsere Aufmerksam- 
keit auf die Frage nach dem Verlauf der Fleischverdauung im 
Magen. Dieser Teil der Arrheniusschen Arbeit schien uns am 
geeignetsten, die Methode der mathematischen Bearbeitung 
zu priifen, da der Autor darin das Ergebnis gewisser Versuche 
voraussagt. 

Es war also notwendig, diese Experimente anzustellen 
und die faktischen Resultate derselben mit den theoretischen 
Voraussetzungen zu vergleichen. 

Da der Hund Woltschok mit einer Magenfistel, an dem 
vor einigen Jahren die Experimente gemacht wurden, welche 
als Basis fiir die betreffenden Berechnungen dienten, noch heute 
bei uns lebt und sich im besten Zustande befindet, so wurde 
selbstverstindlich derselbe Hund den beabsichtigten Versuchen 
unterworfen. 

Die Versuche bestanden darin, da man dem Hunde jedes- 
mal — bei ganz gleichen Bedingungen — verschiedene Quan- 
titaiten von fein gemahlenem sehnen- und fettfreien Pferdefleisch 
(N-Gehalt = 3,2°/o) gab, nach verschiedenen Zeitintervallen 





den vollen Rest der im Magen gebliebenen Nahrung entnahm 
und darin den Stickstoffgehalt bestimmte. Die Experimente 
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wurden so vorgenommen, daf sie das Tier nicht beeintrachtigen 
sollten. Vor dem Fiittern wurde natiirlich jedesmal festgestellt, 
ob der Magen leer sei, und nach dem Experiment wurde der 
Mageninhalt quantitativ mit Hilfe der gewohnlichen Manipulationen 
und reichlicher Durchspiilungen untersucht. 











one cone 























N der im Magen gebliebenen Substanz 
Datum Verdauungs- | ceases 
sient berechnet | beobachtet | Differenz 
1909 g | g | @ 
3. XI. 100 g 
29, X 3 | 0,2 0,2 0 
29, X. 200 g 
29. X. 3 | 0,8 0,7 «nm O84 
HX) g 
21. X. ; 3.6 | 3,6 0 
2. XI. 6 | 0,3 0,4 + 0,1 
600 g 
30. X. 3 8.2 8,4 +. 0,2 
1. XI. 6 | 14 1,7 + 03 
800 g 
25. X 3 14,2 14,1 | —O0, 
97, X 6 420 44 | +02 
28, X 9 O4 | 06 | +0, 
1000 g 
6. XI. 1 28,3 28,7 +. 0,4 
21. X. 2 42 | 22 | —10 
18. IX 3 20,3 | 22.2 | Age 
24. IX. 4 64 | 172 #+| +08 | 
9, X, 5 12,5 | 13,9 + 1,4 j 
15. X 6 89 6 | 1000S} 4 4 
27. IX 7 58 | 67 | +09 
12. X 8 3,2 27 #+| —O06 
10. 1X 9 1,6 | 1,8 | +02 
. = 10 0,9 | 1,3 | + 04 
6. X 11 0,2 | 0,6 | + 04 
20, X 12 0 | 0 | 0 
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Die Resultate der Experimente im Vergleich mit den 
Arrheniusschen Voraussagungen sind in vorstehender Tabelle 
angefiihrt. 

Es ergab sich, wie wir sehen, mehr als eine gute 
Ubereinstimmung. Demnach darf die Deutung des 
Fleischverdauungsprozesses im Magen, auf dem die 
Berechnungen basierten, auch fiir richtig angenommen 
werden. 

Auch die Quadratwurzelformel fiir die Verdau- 
ungszeit hat sich dabei ganz vollkommen bewahrt. 























Zur Kenntnis der Verdauungs- und Resorptionsgesetze. 
III. Mitteilung. 


Uber die Mengenverhaltnisse der Verdauungssafte. 
Von 
E. S. London und N. Dobrowolskaja. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


Durch die vorliegenden Versuche wollten wir tiber folgende 
Fragen AufschluB bekommen: 

1. Wie gestalten sich die quantitativen Verhiltnisse 
zwischen der gegebenen Speise (Fleisch) und den verschiedenen 
Verdauungssaften, die vom Organismus zur Bearbeitung der- 
selben abgesondert werden? 

2. Wie verhalten sich in quantitativer Hinsicht die ver- 
schiedenen Verdauungssifte untereinander ? 

Die Versuche sind am «polychymotischen» Hund Kastan 
angestellt worden. Wir gaben demselben Schabfleisch in 
steigenden Mengen: 12,5—25 g —50 g —100 g. Den ent- 
leerten Magenbrei befoérderten wir ins Duodenum in verschie- 
denen Intervallen, indem wir jedesmal abwarteten, bis grofSere 
Mengen desselben zu Gebote standen. Enthielt der Magenbrei 
grobere Fleischstiickchen, so wurden letztere vor der Ein- 
spritzung durch ein feines Sieb durchgetrieben. Die einzelnen 
Magenbrei- resp. Sifteportionen aus der ersten und zweiten 
Papille wurden vor dem Zusammengiefen zwecks weiterer 
Beforderung gemessen und nach Entnahme kleiner Analyse- 
proben (Séuregehalt, N-Gehalt, Fermentwirkung) vermischt 
und in den Darm eingespritzt. 

Die Sifte, welche aus den Papillen flossen, waren voll- 
kommen rein ohne irgend welche fremdartige Beimengungen. 
Die geringfiigigen Darmsaftmengen, die sich von der die Papille 
umgebende Darmflaiche absonderten, konnten kaum die Volum- 
bestimmungen beeinflussen. 
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Wir stellten in einem besonderen Versuche fest, daf in 
den Magensaft eingebrachtes und im Brutschranke wihrend 
10-—12 Stunden verdautes Fleisch das Volumen der Fliissigkeit 
bis auf 0,9 ccm pro 1g Fleisch steigert. Auf Grund davon 
war es uns mOglich, mit einer gewissen Genauigkeit den Gehalt 
des Magensaftes im ausgeschiedenen Magenbrei zu bestimmen. 
Die beigemengten Speichelmengen sind zu gering, um unsere 
Berechnungen beeinflussen zu kénnen. 

Die gewonnenen Daten sind in der Tabelle | zusammen- 
gestellt. 


Versuchsergebnisse. 


Aus einem unserer friiheren Versuche zog Svante 
Arrhenius den Schluf, dai die Absonderung des Magen- 
saftes der Quadratwurzel der Speisemenge propor- 
tional ist. Wir versuchten also dieselbe Formel bei der 
rechnerischen Behandlung der am polychymotischen Hund er- 
haltenen Daten in Anwendung zu bringen. 

Wie die Tabelle Il zeigt, bewahrt sich hier die Quadrat- 
wurzelregel in sehr befriedigender Weise. 

Die Berechnungen sind nach der Formel: 


M. = kVM, 
ausgefiihrt, wobei k 36,1 ccm gleich gefunden ist. M_, ist die 
Menge des Magensaftes: M, — die Menge des zugefihrten 
Fleisches. 

Wie bereits bekannt und wie bei den Versuchen am 

polychymotischen» Hund besonders deutlich ins Auge fallt, 
sind die Magenentleerungen als Haupterreger der Galle resp. 
des Pankreassaftes anzusehen. 

Da in der Tiatigkeit der Verdauungsorgane, wie die 
Arrheniusschen Ausfiihrungen bewiesen haben, der Funktions- 
grad sich der Quadratwurzel der Erregungsgr6fe proportional 
verhalt, so versuchten wir auch in diesem Falle die Verwendung 
der Quadratwurzelformel zu_priifen. 

Wir fiihrten also Berechnungen nach folgender Formel aus: 


M, = kVM,, 
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woM, — die Gesamtmenge der Duodenalsafte (Galle und Pankreas- 
saft): M. — die Menge des ins Duodenum eingetretenen Magen- 


saftes: die Konstante k hat sich gleich 10,5 cem gezeigt. 

Sobald der Magensaft samt den Verdauungsprodukten 
ins Duodenum gelangt, ruft er, wie es die Versuche am poly- 
chymotischen Hund augenscheinlich ergeben, zuerst, und zwar 
meistens fast momentan eine Sekretion aus der ersten Pa- 
pille hervor und dann erst folgt die Sekretion aus der zweiten 
Papille. Der Magenbrei wird mit den secernierten Duodenal- 
siften (Galle, Pankreassaft und Darmsaft) vermischt und weiter 
befordert. Wie aus den entsprechenden Daten der Tabelle | 
ersichtlich, bleibt dabei die Reaktion (auf Lacmoid) entweder 
stark sauer, mitunter wird sie neutralisiert, oft aber in alka- 
lische umwandelt. Auch im letzteren Falle folgt die Sekretion 
aus den Galle- und Pankreasgingen. Die Salzsiure ist also 
nicht die einzige causa efficiens der Duodenalsiaftesekretion. 
Es dringt sich nun die Frage auf, ob vielleicht die Beimischung 
der Duodenalsifte wesentlich die obenerwahnte Quadratwurzel- 
formel éndert. 

Die Tabelle IV zeigt aber deutlich, daB die Formel hier 
giiltig bleibt. Bedeutet nun M, die Menge der Duodenalsifte, 


und M,, , , die Menge des in den Darm gelangenden Chymus- 
gemisches, so bekommt man nach der Formel: 


berechnete Zahlen, welche mit den beobachteten voraziiglich 
iibereinstimmen. Die Beimischung der Duodenalséfte hat nur 
die Konstante k von 10,5 ccm bis 8,55 cem herabgesetzt. 

In der III. und IV. Tabelle sind Mittelwerte der Parallel- 
versuche genommen. 

Eigentlich sollte man die genannte Gesetzmiéfbigkeit auch 
fiir die Zahlen, welche sich auf die einzelnen Einspritzungen 
beziehen, giiltig finden. In der ausgefiihrten Versuchsserie ist 
dies aber nicht der Fall. Die Verhiltnisse scheinen hier zu 
kompliziert zu sein. Es sind dazu noch mehrere einfachere 
Versuche erforderlich, die wir in néachster Zeit ausfiihren 
wollen. Wendet man sich aber zu den ersten Einspritzungen, 
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Num- Ver- | Menge] Menge Saure-| ’ Menge’ N Menge | N 
“re _des | - gehalt | . in cem| in g fin cem) ing 
des . popelse-} ing § M10 | In g | des Saftes [des Saftes aus 
Ver- zeit breies |des ins Duodenum be-aus der ersten] der zweiten 
suches}inStundenjin ccm] forderten Gemisches Papille Papille 
| : 
100 g Fleisch (= 3,102 g N). 
ty @i—- | —_j|— fie — Pm oem 
1 75 | ot | 12,810,179] 27 | — | 27 | 0078 
"Js 71 | 100 |—20,00,490] 10 | — | 10 | 0027 
2 68 | 80 | 28,0/0,728] 29 | — | 29 | 0,078 
Qt/y 52 96 | 14,4/0,726) 7 | — 7 0,019 
lL] 3 50 | 58 | 203.0390] 7 | 7 | 0,019 
3's 38 | 55 | 13,8/0,439] 12 | — | 12 | 0,032 
4 32 | 48 14,4,0,403] 9 | — 9 | 0,084 
55/4 50 | 40 8,0 0,252] 16 | — | 16 | 0,043 
64 | — | 50 | 280,898] — =o 
(Zusammen) | 476 | | 4,505 129 | 0,347 
100 g Fleisch (= 3,087 g N). 
tle i eu | ame) 3 0,014] 11 | 0,038 
1 145 | 95 | 38,0 0,599 25 0,113] 43 | 0,145 
1'/s 105 | 170 | 17,0 1,023] 10 0,045] 17 | 0,058 
I | a | 40 | 100 | 30,0 0,700] 15,5 |0,069| 11 | 0,035 
5 68 | 45 | 22,5 0,328] 21 | 0,095] 36 | 0,126 
6 — | 110 | 11,0 |o462] — | — | 2 | 0,007 
(Zusammen) 451 3,112 74,5 | 0,336 120 | 0,407 
50 g Fleisch (= 1,864 g N). 
1/9 Me | we) oe om | oe RS | 0,046 
1 9 | 95  47,5/0,559] 25 0,082] 40 | 0,142 
1'/s 37 | 130 | 13,0/0819} — | — | 12 | 0,043 
| | 2% | so | 47 | 47/0408] — | — | 18 | 0,066 
i 31/5 30 | 50 | 20,0 | 0,385 14 0,045] 30 | 0,107 
ti At 16 | 73 |\—73 0429] 7.5 0,025] 18 | 0,064 
: (Zusammen) | 303 2,600] 46,5 |0,152] 131 | 0,466 
é 
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Tabelle I. Fortsetzung. 
Num-| yor-  |Menge Menge) Saure- se Menge N Menge N 

mer dauungs- |. des . gehalt, . in ecm) in g fin ecm! in g 

des Speise-| ing | "ro | ing | des Saftes [des Saftes aus 

Ver- zeit breies Ides ins Duodenum be-jaus der ersten] der zweiten 

suches|in Stunden|in ccm] férderten Gemisches Papille Papille 

50 g Fleisch (= 1,673 g N). 

ty 75 | — |) — | —J -|j- 13 0,039 

1 8 | 74 | 29,6 0,414] 41 0,168] 16 | 0,050 

1/s 6 1125 | 31,3 /0,875] 3,5 0,004] 28 | 0078 

IV. | ow % | 73 | 0 0450] 0 | — 2 | 0,006 

a, | 46 | 36 | 25,2 02521 12 |0,048] 15 | 0,038 

a — | 62 | 12,4 0,373] 27 0096] 7 | O19 

(Zusammen) 287° | 2364 83,5 0,316 8h | 0,230 
25 g Fleisch (= 0,854 g N). 

‘ls WE we | see | cae Be Te 9 | 0,033 

33 | 55 | 27,5 0,131] 20 | 0,068] 26 | 0,046 

1/5 43 | 70 —21,0 0333] 6 0,023] 6 | 0,021 

v. | 2% | 23 | 58 | 2650312] 65 0014] 16 | 0,052 

342 | 35 | 38 5,7 0,223) 16 0,046] 15 © 0,053 

) 25 60 18,0 0,353] 10 | 0,034] 8 | 0,035 

- | 85 10,5'0,206] 12 |oos] 4 | ote 

(Zusammen) | 209 1,558 70,5 0,224 | Py | 0.252 
25 g Fleisch (== 0,830 g N). 

Ve 92 eT | ae —- |j— 11 | 0,060 

1 45 | 90 | 63,0/0,428| 57 0,189] 12 | 0,028 

ga 2 30 | 80 — 45/0426] 2,7 0,009 4 | 0,010 

A's 32 | 34 | 204/0190] O | — 15 | 0,056 

— | % | 175 0,196] 25/0120] 1 | 0,001 

(Zusammen) ]| 199 | 1,240 84,7 | 0,318 43 | 0,158 
12,5 g Fleisch (= 0,447 g N). 

tg oy-—|—|/+-§- 1+ 9 | 0,023 

! 30 | 56 | 19,6 0,204] 17 0,078] 25 | 0,063 

VIL 1 */s 15 | 64 — 3,6)0,322) 6 0,024) 21 | 0,053 

2*/g 22 | 37 | 93/0176] 0 | — 8 | 0,020 

~- — 26 | 13,0/0,091] 7 | 0,024 13 | 0,033 

(Zusammen) | 116 | 0,793] 30 |0,126] 76 | 0,192 
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Tabelle I. Fortsetzung. 


Num-] Ver- |Menge]Menge|S4¥re-|_ pie N |Menge, N 


mer | dauungs- des | — gehalt | in ccm} in g fin ccm| ing 
des wait Speise} in g | "so | ing | des Saftes [des Saftes aus 
Ver- breies |des ins Duodenum be-faus der ersten| der zweiten 


suches}inStundenfin ccm] firdertenGemisches] — Papille Papille 





12,5 g Fleisch (= 0,422 g N). 




































































lg a bm | we | oe Bae | = 7 | 0,021 
30 | 42 | 21.0.0,235} 10 0,051] 28 | 0,069 
vil | 2 25 | 50 |— 75/0259] 0 | — | 13 | 0,046 
25/4 25 | 25 | 10,00,151] 10 0,047] 24 | 0,082 
we — | % |—msomer @|— F 4 | 
(Zusammen) | 123 | 0,866] 20 0,098] 73 | 0,218 
Tabelle Il. 
Menge des Fleisches — - — 
‘ in ecem 
in g beobachtet | berechnet Differenz 
100 361 | * 361 | 0 
100 386 361 + 2% 
I 50 258 255 _ 
A) 242 25d — 13 
25 186 181 L 5 
25 176 | 181 om. fi 
12.5 105 | «AB — 93 
12,5 U2 128 _—" 
Tabelle III. Tabelle IV. 
Menge Menge ong 
a Menge we ania teh due Duodenalsift 
safies in cem hie in ecm 
incem]} beob. ber. Dif. in cem | beob. ber. | Diff. 
356 195 | 198 —3 520 195 | 195 | 0 
245 | 172 | 164 [+8] 7! 373 | 172 | 165 | +7 
; 76 | 142 | 139 |+3(_,, 275 «| 1420 142) (0 
105 | 100 | 108 |—8 168 100 | 113 | —13 
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Tabelle V. Tabelle VI. 

Menge Menge Menge Menge des Duodenal- 
des der Duodenalsafte des siftestickstoffs 

Magen- i ae Nahrungs- a 
breies stickstoffs © 
in ccm beob. | ber. Diff. in g beob. | ber. | Diff. 
92 68 | 68 d|lCO 3,087 | 0,74 0,88 | —0,14 
9) 69 1 |—2 1,864 | 0,62 0,68 —0,06 
RD bd 65 | ) 1,673 0,55 0,65 —0,10 
74 67 61 +46 0,854 | 048 0,46  +0,02 
49 a” | 0,830 048 0,45 | -+-0,08 
48746 | 42742 748 = § 0,447 0,32 0,33 | — 90,01 
‘| 38 0,422 | 032 032 0 








wo die Verhiltnisse sich noch nicht verwickelt haben, so lift 
sich, wie aus der Tabelle V ersichtlich, die Giiltigkeit der 
Quadratwurzelregel beweisen. 

Die Berechnungen sind nach derselben Formel wie bei 
der vorigen Tabelle ausgefiihrt, wobei k gleich 7,05 sich er- 
wiesen hat. 

Aus der Tabelle VI ist zu ersehen, daf der Stickstoff 
der Duodenalsiifte nach dem Speisestickstoff geregelt wird und 
zwar wieder nach der Quadratwurzelformel: 


N, = kN, wobei k = 0,5. 


Schliisse. 


1. Die Magensaftabsonderung pabt sich nach der 
Quadratwurzelformel den gegebenen Fleischmengen 
an. 

2. Die Menge der gesamten Duodenalsafte ent- 
spricht der Menge des Magensaftes nach der Quadrat- 
wurzelregel. 

3. Der Duodenalsiftestickstoff wird nach der 
Quadratwurzelregel dem gegebenen Fleischstickstoff 
angepabt. 

Wir werden dieselben Verhialtnisse noch an anderen 
Hunden auch bei anderen Speisearten weiter studieren. 
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IV. Mitteilung. 
Zur Lehre tiber die Magensaftsekretion. 


Von 
E. S. London und A. J. Sagelmann. 


‘Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Institutes fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


Aus unseren friiheren Studien ergibt sich, dai die Ab- 
sonderung des Magensaftes der Quadratwurzel der eingeftihrten 
Nahrungsmenge entspricht: aus den Beobachtungen Chishins 
geht aber hervor, daf} die quantitative Absonderung des Magen- 
saftes der Nahrungsmenge direkt proportional ist. 

Es unterlag fiir uns keinem Zweifel, dab Chishins Re- 
sultate vollstindig richtig waren; da diese aber nur einen engen 
Beobachtungskreis umfassen, sprach Arrhenius uns gegentiber 
die Ansicht aus, dafi die Versuche in groferem Mafistabe wieder- 
holt werden muften. Dies gab den Anlab, folgende Experimente 
anzustellen. 

Die Versuche wurden an einem Hunde von 18 kg Gewicht, 
mit einem «kleinen Magen» vorgenommen und bestanden darin, 
dai der Hund an verschiedenen Tagen verschiedene Mengen 
von gemahlenem Pferdefleisch zur Nahrung bekam. Der wihrend 
der ganzen Verdauungsperiode abgesonderte Magensaft wurde 
nach Viertelstunden verzeichnet. Der ganze wihrend des Ex- 
perimentes gewonnene Magensaft wurde zwecks Bestimmung 
des N-Gehaltes nach Kjeldahl verarbeitet. In einigen Fallen 
(bei 500 und 250 g) stellten wir Parallelversuche an, um uns 
von der Konstanz der Resultate zu tiberzeugen, und bekamen 
libereinstimmende Zahlen. 

Die Mettsche Methode zur Bestimmung des Ferment- 
gehaltes ist nicht fein genug, als dafh man sie bei quantitativen 
Studien anwenden kinnte. Da der Fermentgehalt im Magen- 
saft in bestimmter Beziehung zu dessen Gehalt an Trocken- 
substanz steht und der letztere nach dem Stickstoff genau und 
bequem bestimmt sein kann, so fanden wir fiir zweckmibig, 
die ungenauen Bestimmungen des Fermentgehaltes durch genaue 
Bestimmungen des Stickstoffes zu ersetzen. 
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Die nichstfolgende Tabelle illustriert die gewonnenen 
Resultate. 


Tabelle I. 











| eon 
; we 
} e | Dauer der Sekre- 
Menge N N (mg) | Menge (ccm) | : : Se 
' tion (S , 
des ver- .. a ee eee wl wena at 
fitterten 


om des Magensaftes 
Fleisches | _ ee ee Poe 


in g in gl ber. beob.  Differenz “ber, beob. Differenz "ber. beob. Diff, 








1000 32,0] — | 29,7 | am 121,7/121,7 0 11,4 | 13,0) — 
750 24,0] 19,8 | 20,6 + 0.8 72,8) 72,0 —0,8 | 99) 95/— 
500 16,0] 16,2 | 19,1 + 2,9 | 55,2| 60,4 (+ 5,2) 7,518 |+ 
400 12,8] 14.5 | 13,0 — 1,5 33,6 342)+04) ..| 68) 7 |+ 
: oe +-4,0, | +15) _ | . 

250 8,0) 11,4 11,7 ++ 0,3 a 23,9 24,0' +0,1 ia 54) 5 | — 
125 | 40) 81] 7,7/— 0,4 11,1) 11,8 +0,7 | 38) 3,5) — 
62.5 | 2,0 5,7 | 4.9 |— 0,8 | BO 4,8) — 0,2 | 2.7) 2) — 
31.25 1.0] 40| 32/— 0.8) 23) 26 +03) 419) 20 4 








Es hat sich feststellen lassen, daBh in bezug auf die 
Sekretion des Magensaftes aus dem «kleinen Magen 
auch die Quadratwurzelregel gilt, n&émlich: 

1. Der Stickstoffgehalt des Magensaftes ist direkt 
proportional der Quadratwurzel aus dem darge- 
reichten Fleischstickstoff. 

Wenn N der Stickstoff des Magensaftes und N, der Stick- 
stoff des dargereichten Fleisches ist, so ist 

N =k JN,; k = 4,04. 

2. Die Konzentration des Saftstickstoffs ist um- 
gekehrt proportional der Quadratwurzel aus der 
Fleischmenge. So sind die Beziehungen 
der N-Konzentrationen in den beobachteten Daten: 

1:12:15:20:23,7 :44:628 
der Quadratwurzel der Fleischmengen : 
1:1,2:1,4:2,0:2,4: 4,0: 5,6. 

Wenn Q das Quantum des Magensaftes, N der Stick- 
stoff desselben; M die Menge des Fleisches sind, so er- 
halten wir, wenn wir als Basis fiir die Berechnung die- 
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jenigen Zahlen, welche fiir 1000 g Fleisch gewonnen waren, 
annehmen, dah 


N 297 we J 
0° pi7 = V/1000 : /M, 


woraus sich ergibt 
Q = 0,129 N YM. 

Nach dieser Forme! sind die Quantitiiten des Magensaftes 
fiir einzelne Versuche berechnet worden. 

Was die Formel von Chishin anbetrifft, die auf Grund 
von 3 Versuchen ausgefiihrt wurde und lautet, dafi das Quantum 
des Magensaftes, den der «kleine Magen» absondert, der Fleisch- 
menge proportional ist, so kann sie in engen Grenzen der Be- 
obachtung ihre Bestétigung auch in unseren Versuchen finden. 
So erhielten wir bei Nahrungsmenge von 1000 g Fleisch — 
121 ccm Magensaft und bei einer Hilfte dieses Quantums 
(500 ¢) — beinahe ein zweimal geringeres Quantum des Magen- 
saftes. Aber bei der Erweiterung der Skala des Experimentes 
gibt diese Formel, wenigstens bei unserem Hunde, mit der 
Beobachtung wenig tibereinstimmende: Zahlen. 

Der Anschaulichkeit halber fiigen wir hier eine Tabelle ein. 
Sie enthalt die Abweichungen in Prozenten zwischen der berech- 
neten und beobachteten Menge, einmal nach der Chishinschen 
und das andere Mal nach unserer Formel. 


Tabelle II. 














Menge Differenz zwischen dem gewonnenen und 
des Fleisches J atinntcioceasstas ah se 

in g nach Chishine nach unserer Formel 
1000 0 Q 

750 - 28,4 —- OF 

00 -- 0,4 +- 5,2 

400) — 14,5 — 04 

250) — 64 4s Of 

125 — 3,4 -+- 0,7 

62,5 — 28 — 0,2 

31,25 — 1,2 + 0,3 
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Aus allem Gesagten geht kurz hervor, daB auch die 
Sekretion des «kleinen Magens», der fiir die Tatigkeit 
der Verdauungsorgane dominierenden Quadratwurze]- 
regel folgt. 

Die Sekretionsdauer des «kleinen Magens>», welche 
der Verdauungsperiode des groben Magens entspricht, 
folgt auch im gegebenen Falle der Quadratwurzel- 
regel (Tabelle I). 

Die Berechnungen wurden nach der Formel 

t = k VM 
ausgefiihrt, wobei k = 0,34. 

3. Aus den angegebenen Formeln folgt, dai der N-Gehalt 
des Kleinmagensaftes ausschlieBlich durch den Nahrungsfleisch-N, 
hingegen der Wassergehalt desselben aufer durch den Stickstoff- 
gehalt der Nahrung auch durch die Masse desselben bestimmt 
wird. Daraus laBt sich der Schluf ziehen: erstens, da’ die 
N-haltigen Substanzen und das Wasser des Kleinmagensaftes 
unabhiingig voneinander sezerniert werden, und zweitens, daf 
a priori eine verschiedene Reaktion seitens des kleinen Magens 
auf eine und dieselbe Fleischmenge — abhingig davon, ob 
ihre Masse z. B. durch Wasser vergrofert oder vermindert 
wird — zu erwarten ware. 

(im diesen SchluB nachzupriifen, wurde am selben Hund 
eine entsprechende Versuchsreihe angestellt, wobei wir in einigen 
Versuchen dem Hunde 250 g rohen gemahlenen Pferdefleisches 
verfiitterten. In anderen Versuchen setzten wir dem Fleisch 
verschiedene Wassermengen zu, und in einer dritten Versuchs- 
serie trockneten wir bei 30—40° C. das Fleisch bis zu_ver- 
schiedenem Wasserverlust ein. Es erwies sich nun, dab der 
Stickstoffgehalt in den gewonnenen Versuchssiaften ziemlich 
konstant war, aber der Gehalt an Wasser wechselte je nach 
der Verarbeitung des Fleisches und zwar steigerte sich der 
Wassergehalt beim Wasserzusatz und verminderte sich bei der 
Wasserabnahme. 

Diese letzten Versuche werden wir noch weiter fort- 
setzen, indem wir hoffen, auch hier eine bestimmte Gesetz- 


miaBigkeit feststellen zu k6énnen. 
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V. Mitteilung. 


Zur Kenntnis des Verlaufes der Magenverdauung bei 
gemischter Speise und uber die Herkunft der Konstanzzahlen, 


Von 


E. S. London und F. Rivosch-Sandberg. 


(Aus dem pathologischen Laboratorium des K, Institutes fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


I. Allgemeine Betrachtungen. 


Die vorliegenden Versuche an unserem Magenfistelhund 
Woltschok nahmen wir vor zwecks Erliuterung folgender 
Fragen: 

1. Ob die Gesetzmiibigkeit, welche fiir geringe Mengen 
eiweibhaltiger Nahrung durch die Arrheniusschen Berech- 
nungen bewiesen ist, sich auch fiir Kohlehydrate und Fette 
feststellen laBt ? 

2. Ob es experimentell gelingen kann, eine Erklirung 
fiir die Herkunft der Konstanzzahlen aufzufinden ? 

Um die erste Frage zu entscheiden, konnte man die 
Versuche so anstellen, dai man dem obengenannten Hunde 
Fette verfiittert, oder nur Kohlehydrate, reine Eiweifsub- 
stanzen usw. Wir zogen aber vor, ein natiirliches Gemisch 
dieser Speisekomponenten anzuwenden, da Kohlehydrate oder 
Fette allein eine fiir den Hund ungewohnte Speise darstellt. 
Ks lag nahe, zu diesem Zwecke Milch zu nehmen. Wir wihlten 
aber nicht die natiirliche Milch, sondern das Milchpulver, da 
es uns die Méglichkeit gibt, in kleinem Umfange grofbe Mengen 
Nahrsubstanz zu verwenden. Wir vermischten das Versuchs- 
pulver mit der gleichen Menge Wasser bis zur Bildung eines 
einheitlichen Breies. 


15* 
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Um die Moglichkeit zu gewinnen, uns in der Entstehung 
der Konstanten zu orientieren, haben wir den Hund mit ver- 
schiedenen Mengen Substanz gefiittert, von 200 g an bis 12,5 g. 
Wir gaben in einer Versuchsreihe 200 g, dann 100 g—50 g—25 ¢ 
und 12,5 g. Auf diese Weise waren blof die Maximalmengen 
(200 g— mit Wasser 400 g) gréfer als diejenigen, fiir welche 
Arrhenius eine Gesetzmabigkeit des Verlaufes nach der Forme] 
fiir monomolekulare Reaktionen vorfand. Diese Menge aber 
erwies sich fiir unseren Hund als maximal, denn jedesmal 
nach dem Versuche, vom 6sttindigen an, litt der Hund an 
Durchfall, soda diese letzteren Versuche schon als anormal! 
angesehen werden miussen. 

Also erwies sich das Milchpulver fiir unseren Zweck in 
der Hinsicht ganz geeignet, dafi alle normalen Dosen nur ein 
kleines Volumen beanspruchten. Wenn sich die Magentitigkeit 
bei allen Mengen einférmig gestaltete, nimlich ein und der- 
selben allgemeinen Formel folgte, so miiBte diese Formel sich 
fiir verschiedene Mengen nur durch die Gréfe der Konstanten 
unterscheiden. Sonst ware es schwierig, tiber die verschiedene 
Verdauungsdauer verschiedener Mengen im Magen Rechen- 
schaft zu geben. 


II. Methodik. 


Diese Versuche wurden auf eben dieselbe Weise angestellt, 
wie alle anderen mit demselben Hund, d. h. wir fiitterten ihn 
mit der zubereiteten Speise und bestimmten nach verschie- 
dener Frist, von einer Stunde an bis zum vollen Entleeren 
des Magens, wieviel der verabreichten Substanzen im Magen 
unbeférdert zuriickblieben. Die Analyse des Mageninhaltes 
wurde auch auf iibliche Weise ausgefiihrt, d. h. wir bestimmten 
den N nach Kjeldahl, das Fett durch Extraktion im Soxhlet- 
schen Apparat und den Zucker nach Bertrand. 

Es bleibt hier noch hinzuzufiigen, daB diese Versuchs- 
serie mit 2 Milchpulverpriparaten ausgefiihrt wurde, den groBten 
Teil davon mit einem Praparat von folgender Zusammen- 
setzung: 5,4°/o Stickstoff; 31,22°/o Milchzucker; 17,32°/o Fett. 
Als dieses Priiparat zu Ende war, gebrauchten wir ein anderes, 
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ihm sehr nahe stehendes Préparat mit 4,16°/» Stickstolf, 
33,6°/o Milchzucker und 17,88°/o Fett. 


III. Ergebnisse. 


Alle von uns erhaltenen absoluten Zahlen sind in den 
ersten 4 Kolumnen der Tabelle | angegeben. In den weiteren 
Kolumnen sind die entsprechenden Prozentzahlen angefiihrt. 

Von dem oben Gesagten ausgehend, versuchten wir dieses 
Zahlenmaterial rechnerisch zu bearbeiten, indem wir dieselbe 
Formel anwandten, welche sich in den Berechnungen von 
Arrhenius bei Verfiitterung von kleinen Mengen Fleisch resp. 
Kiereiweif an denselben Hunden bewahrt hat. Diese Formel 
lautet: lg (100: M) = Kt. 


Wie aus dem Vergleich der aus den Versuchen erhal- 
tenen Zahlen und den nach der Formel berechneten ersichtlich, 
erwies sich diese Formel fiir monomolekulare Reak- 
tionen fiir alle Bestandteile des Milchpulvers und fiir 
alle Mengen desselben giltig. 

Es ist ferner zu bemerken, dai sich in diesem Falle, 
wie in einigen anderen analogen Fallen, wo wir Versuche mit 
gemischter Speise anstellten, die verschiedenen Speisekompo- 
nenten ein gewissermafen selbstiindiges Verhalten im Magen 
zeigten. Der Zucker verlief den Magen schneller als 
die Stickstoffsubstanz, und letztere schneller als das 
Fett. Diese relative Schnelligkeit der Magenkinetik in bezug 
auf verschiedene Milchpulverkomponente dufert sich ganz 
deutlich in den Konstanzgr6éBen fiir alle Mengen: tberall, wie 
aus der Tabelle I ersichtlich, ist diese GréBe am héchsten fiir 
den Zucker und am niedrigsten fiirs Fett; fiir den Stickstoff 
nimmt sie eine mittlere Lage ein. 

Es wird vielleicht gelingen, aufzuklaéren, inwiefern die 
chemische Konstitution der verschiedenen Nahrungssubstanzen 
mit den Konstanzgrofen in Einklang zu bringen ist. 

Endlich sei bemerkt, dafi der Magen sich in der letzten 
Stunde rasch entleert, was sich stets bei Fettverdauung be- 
obachten 1aBt. 
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Tabelle I. 
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| 1 | ~— 
125 ¢ 
(k — 0,490) (k = 0,395) (k = 0,233 
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Tabelle II. 
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dieser Konstanten 


ab, wie aus der Tabelle zu ersehen ist. 
die Abhingigkeit 


sprechenden Speisemengen aufzukliren. 
Wir gingen nun von folgender Vermutung aus: Wenn 


von 


Gegebene Die Konstanzgréfben 
Substanzmenge 
g beobachtet berechnet Differenz 
Fett 
2,24 0,233 0,203 - 0,030 
t47 0,158 0161 0,003 
8,66 0,129 0.129 0 
17,88 0,108 0,101 -~ 0,007 
: 35,76 0,068 0,080 — 0,012 
Stickstoff 
0,52 0,395 0,318 4~ 0,077 
1,04 0,203 0,252 0,049 
2.60 0,186 0,186 0) 
5A) 0,171 0,148 t- 0,023 
10,80 0,066 0,116 — 0,050 
Zucker 
4,20 0,490 0.429 +- 0,061 
i 8,40) 0,382 0,347 +- 0,035 
‘ 15,60 0,362 0,278 4. 0,084 
31,20 0,220 (),220 0 
62,0) 0,095 0.175 — 0,080 
Unsere oben erwihnte Voraussetzung erwies sich als 
é richtig. Wenn dieselbe allgemeine Formel in den Versuchen 
| mit verschiedenen Mengen derselben Substanz sich giiltig er- 
weist, nehmen die Konstanten mit Zunahme der Speisemengen 


Es bleibt also blob 


den ent- 





BME. 


verschiedene Mengen ein und derselben Speise in den Magen 
gelangen, so unterscheiden sie sich von einander vorerst 
dadurch, daB sie darin verschiedenen Umfang einnehmen. Sie 
erweitern also seine Wand auf diesen Umfang. Diese Umfangs- 
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verhiltnisse dauern wiahrend der gesamten Verdauungszeit 
fort, denn je gréfer die Speisemenge, desto grdfer ist die 
Saftsekretion. Wir versuchten also zur Berechnung des 
Zusammenhanges zwischen den Konstanten Umfangs- 
verhialtnisse anzuwenden, d.h. die Kubikwurzelregel, und 
fiihrten fiir den Zucker sowohl, als auch fiir den Stickstoff und 
das Fett folgende Formel ein: 


3 3 3 3 3 3 
k:k,:k,:k,:k,:k,... = ¥M,:VM,:VM,:VM,:VM,:VM. 

Wie es aus der Tabelle ersichtlich, erhielten wir eine 
ziemlich befriedigende Ubereinstimmung der Berechnung mit 
der Beobachtung: besonders nihern sich die berechneten Zahlen 
den beobachteten beim Fett, was damit tibereinstimmt, daf 
das Fett auch in der Tabelle I am besten stimmte — sogar 
bei maximalen Pulvermengen — 200 g. 

Daf es uns gelungen ist, das bunte Bild der Verdauung 
des komplizierten Milchpulvers durch eine einheitliche Formel 
darzustellen und zwar durch diejenige, welche schon in anderen 
analogen Fiillen bei den Arrheniusschen Berechnungen als 
richtig erkannt worden ist, dient als bester Beweis fiir die 
Richtigkeit unserer Ausfiihrungen. Dasselbe liBt sich auch 
vom Verhiltnis zwischen den Konstanten und den Speise- 


mengen sagen. 



































Seemann, 


Zum Chemismus der Verdauung und Resorption im tierischen 
Kérper. 
XXXIX. Mitteilung. 
Uber die Verdauung und Resorption nach Darmausschaltungen. 
Von 


E. S. London und W. Dmitriew (+). 





(Aus dem pathologischen Laboratorium des K. Instituts fiir experimentelle Medizin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


Die Bedeutung der verschiedenen Abteilungen des Darm- 
kanals kann unter anderem durch Untersuchung derjenigen 
Stérungen klargestellt werden, welche durch die Ausschaltung 
dieser Darmabteilungen im Verlaufe des Verdauungs- und Re- 
sorptionsprozesses verursacht werden. 

Es sind in der klinischen Literatur schon mehrere Fille 
grober Darmresektionen beim Menschen mit einem fiir die Ge- 
sundheit der Patienten giinstigen Resultate beschrieben worden. 
Kiner von uns (W. D.) hatte im vorigen Jahre Gelegenheit 
gehabt, bei einem Manne vom mittleren Alter, infolge einer 
Gangrin, 4 Meter Darm zu resezieren (Obuschowsches 
Krankenhaus, Direktor Prof. Dr. Zeidler). Es liegen auch 
mehrere experimentelle Untersuchungen an Tieren vor (Senn?) 
Trzebicky,?) Monari,*) Franke,*) Vannotti, Albu5) und 
Axhausen.®) Alle diese Autoren kommen zum Schlusse, dab 
Hunde im allgemeinen ohne Lebensgefahr ziemlich bedeutende 
Resektionen des Darmkanals ertragen kénnen: nach Senn bis 
zu 33, nach Trzebicky bis zu '/2 und nach Monari sogar 
bis zu 7s; Albu ist der Meinung, dafi eine ganz oder fast 


') Senn, Experimentelle Beitrage zur Darmchirurgie, 1887. 

*) Trzebicky, Arch. f. kl. Chirurgie, 1894, Bd. XLVIII. 

') Monari, Beitrage zur kl. Chirurgie, 1896, Bd. XVI. 

*) Franke, Arch. f. kl. Chirurgie, 1902, Bd. LXVIL. 

*) Albu, Mitteilungen aus den Grenzgebieten der Medizin und 
Chirurgie, 1909, Bd. XIX. 

®) G. Axhausen, Uber die obere Grenze fiir die Zulissigkeit aus- 
gedehnter Diinndarmresektionen, ibidem, Bd. XXI, 8S. 54, 1910. 
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volistindige Ausschaltung des Diinndarmes eine physiologisch 
unstatthafte Operation vorstelle: was aber den Dickdarm be- 
trifft, so ist seiner Meinung nach nur eine solche Resektion 
zuliissig, nach welcher ein gesunder Abschnitt von wenigstens 
30 em Linge zuriickbleibt. 

Systematische Untersuchungen der vorliegenden Frage 
stehen aber noch aus. Wir wollten diese Liicke ausfiillen. 
Wir beabsichtigten durch Experimente an Hunden die Beant- 
wortung der niichstfolgenden Fragen zu bekommen: 

1. Wie grof die maximale Resektion sein darf, die der 
lebende Organismus noch zu bekimpfen vermag, und was fiir 
Veriinderungen eine solche Operation in der allgemeinen Oko- 
nomie desselben verursacht ? 

2. Auf welche Weise wird die Kompensation des Defektes 
im Verdauungstraktus erreicht ? 

3. Wie gestaltet sich der relative funktionelle Wert der 
verschiedenen Abschnitte des Diinndarmes ? 

i. Ob eine grofe Resektion des Diinndarmes, welchem 
bekanntlich die Hauptrolle in der Nahrungsassimilation zuge- 
schrieben wird, die chemischen Eigenschaften des Blutes irgend- 
wie beeinflubt ? 

Leider konnte dieser Plan infolge des friihzeitigen Todes 
eines von uns (W. D.) nicht vollstandig ausgefiihrt werden, 
und man muf sich vorliéufig mit der Mitteilung dessen, was von 
uns gemacht war, begniigen. Die weitere Bearbeitung dieser 
Frage ist jetzt von einer anderen Person in unserem Labora- 
torium angefangen worden. 

Ks sind von uns bestimmte Angaben an 3 Hunden ge- 
wonnen worden. Alle 3 Hunde waren vor der Operation bei 
einer bestimmten Diit, die aus gemahlenem Pferdefleisch, Reis- 
stiirke und Schweinefett bestand, in N-Gleichgewicht gebracht. 
Mit Ausnahme der ersten Tage waren die Tiere nach der 
Operation auf dieselbe Dia&t, wie vorher, gesetzt. 

Das Schicksal des ersten Hundes war folgendes. Beim 
Offnen der Bauchhéhle wiihrend der Operation war der ganze 
Diinndarm herausgezogen und gemessen. Seine Linge betrug 
2,7 m. Dann wurde ein Darmstiick oberhalb des Blinddarms 
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von 2 m Linge abgemessen, welcher reseziert wurde. Das 
Gewicht des herausgeschnittenen Stiickes war 143 g. Der Hund 
hat sich schnell erholt und wurde zum Versuch genommen, 
dessen Gang aus der beiliegenden Tabelle zu ersehen ist. 

Wahrend der ersten 7 Tage nach der Operation litt der 
Hund an Diarrhden; infolgedessen vermischte sich der Kot mit 
dem Harn, und es war unmdglich, dieselben separat zu unter- 
suchen. Seit dem achten Tage nach der Operation hat sich 
der Stuhlgang reguliert, und der Hund hatte gewohnlichen 
festen Kot. 

Als sich feststellen lieB, dai der Hund den ihm durch 
die Operation verursachten Defekt tiberwinden konnte, haben 
wir beschlossen, die tagliche Analyse seiner Ausscheidungen 
einzustellen, indem wir sie fiir einige Tage zusammen analy- 
sierten und dann die gewonnenen Zahlen durch die Zahl der 
Tage teilten. 

Um die gewonnenen Zahlen bequemer zu_iiberblicken, 
stellten wir die Bilanz der Kontrolltage durch Differenzen 
zwischen den als Nahrung gegebenen Komponenten (stickstoff- 
haltige Substanz, Zucker und Fettsiiuren) und den mit den Aus- 
scheidungen zuriickgewonnenen dar. Fiir die Versuchstage aber, 
seit dem 3. IIL, zeigen die Zahlen den Unterschied zwischen 
der Bilanz des betreffenden Tages und der mittleren Bilanz 
fiir die Kontrolltage. Plus zeigt eine in Vergleich mit der Vor- 
operationsperiode bessere und Minus eine geringere Resorption 
der gegebenen Komponenten. Dieselbe Art gebrauchen wir 
auch zur Notierung des Kérpergewichtes. 

Einen Monat nach der ersten Operation wurde dem Hunde 
eine zweite Operation gemacht, wobei von dem Reste des 
Jejunums die distale Hilfte (85 cm) von 32 g Gewicht, aus- 
geschnitten wurde. Es blieb also, auber Duodenum, nur noch 
13°/o des gesamten Diinndarmes. 

Der Hund hat sich schnell erholt, sodafi wir 18 Tage 
nach der zweiten Operation beschlossen, eine dritte Operation 
zu unternehmen, welche die Exzision des gebliebenen Jejunum- 
stiickes bis zur plica duodeno-jejunalis bezweckte. Leider lebte 
der Hund nach dieser Operation nicht mehr lange, denn der 
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Darm zeigte an Stelle der Anastomose eine Nekrose, was zur 
Peritonitis fiihrte. Augenscheinlich lag es daran, dafi wir eine 
gerade Anastomose gemacht haben, indem hier, den anato- 
mischen Bedingungen zufolge, eine seitliche Anastomose mehr 
am Platze sein wide. 

Bei den zwei anderen Hunden haben wir auf einmal den 
ganzen Diinndarm, von der plica duodeno-jejunalis bis zur val- 
vula Baughinii, entfernt, wobei in beiden Fallen eine seitliche 
Anastomose gemacht wurde. Beide Hunde haben die Operation 
sehr gut ertragen und seit dem dritten Tage fingen sie an, 
ihre Ration, die dieselben Bestandteile wie die fiir den ersten 
Hund enthielt, mit Appetit zu verzehren. Sofort nach dem 
Beginn der Fiitterung hatten sie wieder Diarrhéden; infolge- 
dessen verloren sie allméhlich an Gewicht. 15—18 Tage nach 
der Operation lieben die Diarrhden ein wenig nach, und die 
Hunde haben gewissermafsen ein Kérpergleichgewicht erreicht. 
Man konnte denken, daf dieser Zustand ein langerer sein wiirde. 
Doch schon nach 2 Wochen nahm ihr Appetit immer mehr ab 
und endlich verweigerten sie die Nahrung voilstindig, worauf 
sie, unter Svmptomen der allgemeinen Schwiiche, zugrunde 
gingen. Insgesamt lebten sie nach der Operation ca. 5 Wochen. 

Auf Grund der dargelegten Daten ist es vorliiufig gestattet, 
folgende Sehliisse zu ziehen: 

1. Die Ausschaltung des ganzen Diinndarmes beim 
Hunde von der plica duodeno-jejunalis bis zur val- 
vula Baughinii richtet das Tier schlieBlich zugrunde 
(ca. 5 Wochen nach der Operation). 

2. Eine Resektion von 7's des Diinndarmes kann 
der Hund im allgemeinen ertragen, wobei der Stick- 
stoff- wie auch der Kohlenhydratstoffwechsel rasch 
zur Norm zuriickkehrt (der erste rascher und voll- 
stiindiger); es kehrt nicht zur vollen Norm die Re- 
sorption des Fettes. wenigstens wihrend der Frist, 
auf die sich unsere Bobachtungen beziehen. 

Kine ausgedehnte Diinndarmresektion laB8t sich 
im allgemeinen besonders ungiinstig an der Fettre- 
sorption merken. 











Uber die quantitative Cellulosebestimmung mit Hilfe 
der Methoden von «Lange» und «Simon und Lohrisch>. 
Von 


Arthur Scheunert und Ernst Létsch. 


(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule zu Dresden. 
Direktor: Geheimer Rat Prof. Dr. Ellenberger.) 


Der Redaktion zugegangen am 18. Februar 1910.) 


Schon seit langer Zeit liegt ein Bedtirfnis nach Methoden 
vor, die gestatten, die in pflanzlichen Nahrungsmitteln enthaltene 
Cellulose zu bestimmen. Es sind infolgedessen von verschie- 
denen Seiten Vorschliige gemacht und solche Methoden aus- 
gearbeitet worden, von denen jedoch wohl keiner eine prak- 
tische Bedeutung beigemessen werden kann. Ganz abgesehen 
davon, dah ein grofer Teil dieser Methoden viel zu umstiind- 
liche und langwierige Manipulationen erfordert, kranken sie alle 
an einem Fehler, der in der Natur der analytisch zu bestim- 
menden Substanz begriindet liegt. Die Cellulose, tber deren 
chemische Struktur wir bekanntlich nur in notdiirftiger Weise 
unterrichtet sind, weist als Polysaccharid alle diejenigen Kigen- 
schaften dieser Kérper auf, welche die tblichen Manipulationen 
zu einer quantitativen Abscheidung vereiteln. Weder ist es 
moglich, sie auf irgend eine Weise unveriindert in LOsung zu 
bringen, um sie daraus quantitativ wieder abzuscheiden, noch 
kann man sie in leicht charakterisierbare und bestimmbare Deri- 
vate tiberfiihren, die eine exakte Bestimmung ermoglichen. Auch 
das als «Schweizersches Reagens» wohl bekannte, sogenannte 
«Lésungsmittel» der Cellulose ist in der Tat nicht das, was 
man unter einem Lésungsmittel im eigentlichen Sinne versteht, 
da es eine chemische Verinderung der Cellulose herbeifihrt. 

Da sich die Cejiuiose meist in kompliziert zusammenge- 
setzten Gemischen befindet, die auBer ihr, abgesehen von Eiweif- 
korpern und anderen stickstoffhaltigen Substanzen, auch noch 
verschiedene andere Polysaccharide und sonstige Angehorige 
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der Kohlenhydratgruppe enthalten, sind auch Methoden, wie die 
hydrolytische Spaltung und dergleichen, nicht zu ihrer Bestimmung 
verwertbar. 

Man ist infolgedessen zur Bestimmung der Cellulose ge- 
nétigt, eine Trennung, Abscheidung und Isolierung derselben 
von den erwiéhnten zahlreichen Beimengungen derart zu er- 
reichen, dai man diese Beimengungen auf irgend eine Weise 
zerstort, indem man sich die allerdings verhaltnismébig grofe 
Resistenz der Cellulose gegen zahlreiche, andere organische 
Stoffe in tiefgehender Weise veriindernde Reagenzien zunutze 
macht. Bei allen Methoden, die auf ein derartiges Verfahren 
gegriindet sind, ist natiirlich ein Haupterfordernis, dal die 
von Beimengungen zu befreiende Substanz, also hier die Cellu- 
lose, nicht auf irgend eine Weise von den zur Zerst6rung 
der Beimengungen verwendeten Reagenzien angegriffen wird. 
Ist dies der Fall, so kann natiirlich von einer quantitativen 
Bestimmungsmethode nicht gesprochen werden. Es ist nach 
diesen Erérterungen wohl ohne weiteres klar, dafi man jeder 
auf einem solchen Verfahren aufgebauten Methode mit berech- 
tigtem Mifitrauen zu begegnen hat, und dafi daraus das Er- 
fordernis erwiichst, eine solehe Methode erst dann als eine 
«quantitative» anzuerkennen, wenn sorgfaltige Nachpriifungen 
die Berechtigung derselben, diesen Ehrentitel zu fiihren, dar- 
getan haben. 

Ohne auf die verschiedenen, zahlreichen Methoden der 
Cellulosebestimmung, auf die das soeben Gesagte anwendbar 
ist, naher einzugehen, soll in folgendem iiber einige Erfahrungen 
berichtet werden, die wir bei der Nachpriifung der sich auf 
die Anwendung von hochkonzentrierter KOH und H,Q, zur 
quantitativen Bestimmung der Cellulose griindenden Verfahren 
gesammelt haben. 

Die Verwendung hochkonzentrierten Alkalis zur Darstellung 
reiner Cellulose griindet sich auf eine Beobachtung Hoppe- 
Seylers,!) die dieser gelegentlich seiner Untersuchungen iiber 
die Bildung der Huminsubstanzen gemacht hat. 


‘) Hoppe-Seyler, Uber Huminsubstanzen, ihre Entstehung und 
ihre Eigenschaften, Diese Zeitschrift, Bd. XIII, 1889, S. 66—121. 
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Hoppe-Seyler beobachtete beim Schmelzen von Atz- 
kali mit Papier, dafi eine erkennbare Anderung des letzteren 
erst bei Temperaturen von tiber 200° eintrat, und kniipfte 
hieran die Bemerkung (I. c. S. 77): «Mit stirkster Atzkali- 
l6sung in der Retorte im Olbade erhitzt zeigt reines Papier 
unter 200° keine erkennbare Anderung>. 

Auf diese Beobachtung Hoppe-Seylers griindete sein 
Schiller Lange!) eine Methode der quantitativen Cellulosebe- 
stimmung, fiir die er folgende Vorschrift angibt : 

«Je 10g der auf ihren Cellulosegehalt zu untersuchenden Substanz 
werden mit dem 3—4fachen Gewicht reinen Atzalkalis und etwa 30 bis 
‘) ccm Wasser in eine gerdumige, ziemlich steil tubulierte Retorte ge- 
bracht, diese sodann mittels eines Glasstépsels geschlossen und im OI- 
bade erhitzt. Die Temperatur des Olbades wird durch ein Thermometer, 
dessen Kugel sich mit dem Boden der Retorte in gleicher Héhe befindet, 
vemessen. Bei etwa 140° tritt unter lebhaftem Schiumen das Sieden 
ein; die Temperatur wird nach und nach bis gegen 180° gesteigert und 
das Erhitzen etwa 1 Stunde fortgesetzt. Das Aufschiumen ist dann 
voriiber, die Massen in der Retorte fallen zusammen, glitten sich und 
trocknen schlieflich ein: Ende der Reaktion. Die Retorte wird nun aus 
dem Olbade entfernt, der Inhalt nach dem Erkalten auf etwa 80° mit 
heiffem Wasser versetzt und vorsichtig unter griindlichem Nachwaschen 
mit heiffem, schlieSlich mit kaltem Wasser in ein Becherglas gespiilt. 
Nach dem Erkalten siiuert man mit verdiinnter Schwefelsiure an, wo- 
durch alsbald ein dickflockiger Niederschlag, durchsetzt von Cellulose- 
teilchen, die in der starken Lauge noch suspendiert geblieben waren, 
entsteht; durch die Séiure wird die Cellulose quantitativ ausgefallt. Der 
Inhalt des Becherglases wird nun durch vorsichtigen Zusatz sehr ver- 
diinnter Natronlauge eben schwach alkalisch gemacht, so dafs alle aus- 
gefallten Substanzen mit Ausnahme der Cellulose wieder in Lésung 
gehen. Mit starker Wasserstrahlpumpe wird nun tiber einen, aus einem 
Stiick bestehenden, siebartig fein durchlécherten Platinkonus abgesaugt, 
der Riickstand im Trichter tiichtig mit heiffem und kaltem Wasser nach- 
gewaschen, aus dem Trichter entfernt, in Alkohoi digeriert, wieder ab- 
gesaugt und mit Ather gewaschen, schlieflich auf dem Wasserbade ge- 
‘rocknet und gewogen. Durch Veraschen des Riickstandes und Subtraktion 
des Gewichtes der Asche vom Gesamtgewicht des erhalienen Produktes 
lindet man den Gehalt an reiner Cellulose. Der ganze Prozef\ erfordert 
bei einiger Ubung einen Zeitaufwand von nur 5—6 Stunden und bietet 


') G. Lange, Zur quantitativen Bestimmung der Cellulose, Diese 
Zeitschrift, Bd. XIV, 1890, S. 283—288. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, LXV. 16 
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den Vorteil grofer Genauigkeit des erhaltenen Resultates, da ja die 
Cellulose, wie oben bemerkt, durch das Schmelzen nicht angegriffen wird.» 

Nach den Kontrollanalysen Langes zu urteilen, gibt die 
Methode gut tbereinstimmende Resultate, sie ist relativ bequem 
auszufiihren und infolgedessen einer allgemeineren Anwendbar- 
keit fahig. 

In dem Bestreben, diese Methode noch mehr zu verein- 
fachen, haben Simon und Lohrisch!’) eine Modifikation der- 
selben vorgeschlagen, die, nach den Angaben der Verfasser zu 
urteilen, in der Tat geeignet wire, allen Anforderungen an eine 
quantitative Methode zu geniigen. 

Simon und Lohrisch vermeiden die Anwendung einer 
Retorte und des Olbades dadurch, daB sie die Behandlung mit 
einer 50°/oigen Lésung des gebriiuchlichen Atzkalis in einem 
Jenenser Becherglase und auf dem Wasserbade vornehmen. 
Zur Aufhellung des Reaktionsproduktes verwenden sie auberdem 
H,O, (30°/oig) und vermeiden die beim Langeschen Verfahren 
sehr unbequeme Neutralisation dadurch, dai sie zur Fallung 
angeblich geléster Cellulose Alkohol verwenden und die stark 
alkalische Fliissigkeit, die Eiweifk6rper und andere Substanzen 
in Losung enthalt, direkt filtrieren. Nach neueren Angaben von 
Lohrisch?) wird die Methode, wie folgt, ausgefihrt: 

«Menschliche oder tierische Faeces werden getrocknet und kommen 
méglichst fein zerrieben zur Verarbeitung. Fiir eine Bestimmung geniigen 
durchschnittlich 5 g trockene Faeces. Gemiise, pflanzliche Gebilde, Friichte 
werden entweder getrocknet und méglichst fein zerkleinert (gepulvertes 
Heu) oder auch frisch nach Méglichkeit zerkleinert (in Form von Brei, 
gewiegt usw.) verwendet. Von trockener Pflanzensubstanz geniigen 2 bis 
3 yv, von frischer etwa 5 g zur Untersuchung. Eine vorherige Extraktion 
sehr fettreicher Substanzen ist nicht nétig. Vorbehandlung reichlich 
stirkehaltiger Substanzen mit Diastase kann entbehrt werden. 

Die Substanz wird in ein ca. 500 ccm fassendes Becherglas ge- 
bracht und zundchst mit 100—150 ccm heifen, destillierten Wassers 


iibergossen. Mit dem Glasstab wird die Substanz in dem Wasser még- 
lichst fein verriihrt, so daf§ z. B. vom Faecespulver keine grdberen 


‘) 0. Simon und H. Lohrisch, Eine neue Methode der quanti- 
tativen Cellulosebestimmung in Nahrungsmitteln und Faeces, Diese Zeil- 
schrift, Bd. XLII, 5. 55, 1904. 

*) H. Lohrisch, Uber die Bedeutung der Cellulose im Haushalte 
des Menschen, I. Mitteil., Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 200—252, 1906. 
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Brocken mehr sichtbar sind. Zu dieser Aufschwemmung setzt man nun 
soviel Gramm Atzkali (in Stangen), daft eine 50°/oige Lauge entsteht. Es 
erfolgt beim Schmelzen des Alkalis starke Erhitzung und lebhaftes Auf- 
schiumen., Dadurch wird erreicht, daf? das Atzkali bereits im schmel- 
zenden Zustande bei starker Hitze auf die inkrustierenden Substanzen 
einwirken kann. Nachdem sich alles Kali gelést hat, kocht man eine 
Stunde im Wasserbade. Nach dieser Zeit ist schon der grifte Teil der 
Substanz gelést. Man 1laft die Fliissigkeit ziemlich erkalten und setzt 
dann 8—3) cem 30°/oiges Wasserstoffsuperoxyd (Merck) zu. Der Zusatz 
mufs vorsichtig tropfenweise erfolgen, da die Fliissigkeit stark aufschéiumt. 
Sollte das Aufschiumen so intensiv sein, dafs’ der Inhalt des Becher- 
glases den Rand desselben zu iiberschreilen droht, so geniigt es, aus der 
Spritztlasche eine kleine Menge 96°/oigen Alkohols aufzusprilzen, um das 
Uberschaumen zu verhindern. Unter dem H,O,-Zusatz trilt eine neuer- 
liche starke Erhitzung ein, bei der noch die letzten Resie organischer 
Substanz aufer Cellulose zerstért und zersprengt werden. Gleichzeitig 
entfiirbt sich die Fliissigkeit. Selbst anfangs tiefschwarz aussehende 
Faeces erscheinen jetzt als hellgelbe oder hellbraune Fliissigkeit. Das 
bietel den Vorteil, dafs man noch etwa ungeléste Brocken erkennen kann, 
in welchem Falle man noch 1/2—%/4 Stunde im Wasserbade kocht. Nach- 
dem dann die helle Fliissigkeit nur etwas abgekihlt ist, setzt man das 
halbe Volumen 96°/oigen Alkohols zu. Oft mischen sich die Fliissigkeiten 
nicht: der Alkohol schwimmt obenauf, wie Ol auf Wasser. Es geniigt 
dann ein Zusatz von 6—7 ccm konzentrierter Essigséure, welche Cellulose 
nicht angreift, um eine gleichmiéfige Mischung zu erzielen. Die gelést 
vewesene Cellulose fallt in Form eines feinen Niederschlages aus; die 
Fliissigkeilt ist dabei natiirlich noch so stark alkalisch, dafs alle Protein- 
stoffe in Lésung bleiben. Die Fliissigkeit wird dann noch heifS durch 
ein gehiirtetes Filter (Schleicher und Schill Nr. 575, 24 cm Durch- 
messer) abfiltriert. Das Filtrieren geht so schnell von statten, dafs man 
eine Saugpumpe nicht ndlig hat. Der Riickstand im Filter ist unlésliche 
-- lisliche Cellulose. Um aus dem Riickstand schon den gréften Teil 
des Alkalis zu entfernen und sich dadurch das spalere Filtrieren zu er- 
leichtern, ist es zweckmifig, noch ein- bis zweimal mit warmem Wasser 
nachzuwaschen, was ebenfalls sehr schnell vor sich geht. Nunmehr wird 
der Riickstand vom Filter ins Becherglas zuriickgespritzt, mit reichlich 
warmem Wasser aufgenommen und auf einem gewogenen Filter(Schleicher 
und Schill Nr. 589, 12'/, em Durchmesser) filtriert und mit warmem 
Wasser ausgewaschen, bis das Spiilwasser keine alkalische Reaktion mehr 
gibt. Dieses Filtrieren geht ebenfalls ziemlich rasch. Dann wird mit ver- 
diinnter, warmer Essigsiure zur Entfernung der anorganischen Salze ge- 
waschen. Die Essigsiure wird mit Wasser entfernt; zuletzt wird mit 
Alkohol und Ather gewaschen, getrocknet und gewogen.» 


Nach Angaben von Simon und Lohrisch und besonders 
16* 
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nach den zahlreichen Untersuchungen, die Lohrisch mit Hilfe 
dieser Methodik ausgefiihrt hat, muf man annehmen, daf diese 
Methode in jeder Weise brauchbare Resultate liefert. Wie 
wir an anderer Stelle,') gelegentlich der Nachpriifung der 
Lobrischschen Befunde tiber die Verdauung der Cellulose 
beim Hunde nachwiesen, ist diese Anschauung aber keinesfalls 
berechtigt. Unsere Befunde zeigten, dai durch die Simon- 
und Lohrischsche Methode auch die Cellulose selbst ange- 
griffen wird. Wir konnten namlich nachweisen, dafi das von 
Lohrisch behauptete Verschwinden von Cellulose im Darm- 
kanale des Hundes darauf zuriickzufiihren ist, daf Lohrisch 
den Hunden nach seiner Methode dargestellte Cellulose ver- 
fiitterte und dann die im Kot enthaltene Cellulose nach seiner 
Methode ermittelte. Die angebiiche Verdauung der Cellulose 
seitens des Hundes wurde nun offenbar dadurch vorgetiiuscht, 
daB durch die nochmalige Behandlung nach Simon-Lohrisch 
ein Teil der im Kote wiedererschienenen Cellulose verschwand. 

Wir haben damals verzichtet, die infolgedessen von uns 
ausgefiihrten Kontrollbestimmungen der Simon-Lohrischschen 
Methode anzufitihren und wollen dies im folgenden tun, und 
festzustellen versuchen, wodurch bei der genannten Methodik 
eine ZerstOrung der Cellulose bewirkt werden kann. 

In der Hauptsache kommt hierbei die hochprozentige KOH 
und das H,Q, in Frage. Wie oben erwihnt, griindet sich die 
Anwendung konzentrierter KOH auf eine Angabe Hoppe- 
Seylers, fiir deren Richtigkeit aber, soweit die uns vorliegende 
Literatur einen solehen SchluB gestattet, von keiner Seite ein 
Beweis erbracht worden ist. Hoppe-Seyler wird zu seiner 
Bemerkung wohl dadurch veranlabt worden sein, dab er gas- 
formige Zersetzungsprodukte des mit KOH behandelten Flies- 
papieres und eine sichtbare Veranderung desselben erst bei 
Temperaturen von tiber 200° auftreten sah. Er hatte auch 
keine Veranlassung, die Richtigkeit dieser fiir seine Zwecke 
nebensiichlichen Bemerkung sicher zu stellen. In der Abhand- 
lung von Lange vermift man zahlenmibige Belege fiir diese 


‘) A. Scheunert und E. Létsch, Vermag der Hund Cellulose 
oder Rohfaser zu verdauen? Biochem. Zeitschr., Bd. XX, S. 10 (1909). 
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Voraussetzung seiner Methode und ebensowenig haben Simon 
und Lohrisch Beweise dafiir erbracht, sondern auch sie stiitzen 
sich offenbar auf die Autoritét der vorhergehenden Autoren. 

Demgegentiber liegen von anderer Seite mehrere Befunde 
vor, welche geeignet erscheinen, Bedenken gegen die Ver- 
wendung von Laugen und H,O, bei Bestimmung der Cellulose 
zu erheben. , 

Bumeke und Wolffenstein!’) stellten fest, dab es gelingt, 
Cellulose durch wiederholtes Aufkochen mit 80°/oiger NaOH 
vollig zu hydrolysieren, wobei «Acidcellulose» entstand. 
Auberdem diuBert Councler,?) dab bei der Anwendung des 
Langeschen Verfahrens zu wenig Cellulose gefunden wide, 
und dab der bei der Neutralisation mit H,SO, entstehende 
Niederschlag nicht mehr Cellulose sei. Auch H,O, wirkt, wie 
Bumeke und Wolffenstein zeigen, veriindernd auf die Cellu- 
lose ein, indem dadurch die Cellulose in «Hydralcellulose» 
iibergefiihrt wird. Diese Substanz hat reduzierende Eigenschaften 
und gibt mit Phenylhydrazin ein Hydrazon, verhiilt sich also 
wie ein Aldehyd oder Keton. Durch Alkalien wird diese Hydral- 
cellulose in Cellulose und Acidecellulose zerlegt. 

Sehon durch diese Angaben wird es wahrscheinlich ge- 
macht, dah Cellulose bei der Behandlung mit KOH und H,O,, 
wie es Simon und Lohrisch vorschlagen, eine tiefgehende 
Spaltung erleidet, wobei Produkte entstehen, die nicht mehr 
die Eigenschaften der Cellulose besitzen, und von denen es 
hOchst unwahrscheinlich ist, daB sie bei der Ausfiillung mit 
Alkohol quantitativ und in einer Form ausgeschieden werden, 
die es erlaubt, sie bei der gewichtsanalytischen Ermittelung als 
Cellulose in Rechnung zu setzen. 

Der von Matthes und Streitberger*) bei der Nach- 
prifung von J. K6nigs Verfahren zur quantitativen Aufteilung 


G. Bumcke und R. Wolffenstein, Uber Cellulose, Ber. der 
Deutsch. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2493—2507 (1899). 
2) ¢. Councler, Uber Cellulosebestimmungen, Chem. Ztg., Bd. XXIV, 
S. 368—369 (1900). 
*) H. Matthes und F. Streitberger, Uber die Zusammensetzung 
der Kakao-Rohfaser, Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, 5. 4195 bis 
‘199 (1907), 
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der Rohfaserbestandteile erhobene Befund, dab reine Cellulose 
nach eintiigigem Stehen mit H,O, in ammoniakalischer Lésung 
eine Verminderung von ca. 3—4°/o erleidet, stiitzt die soeben 
geiiuberten Bedenken. 

Um die Brauchbarkeit des Simon-Lohrischschen Ver- 
fahrens zu ermitteln und festzustellen, ob es wirklich berech- 
tigt ist, dem gediuberten Bedenken Raum zu geben, hat zuniichst 
der eine von uns in Gemeinschaft mit W. Grimmer!) ver- 
schiedene Analysen ausgefiihrt. Diese Untersuchungen sind von 
uns weiter ausgebaut worden. Zuniichst haben wir reine Papier- 
cellulose nach dem Simon-Lohrischschen Verfahren ver- 
arbeitet. Einige dieser Analysen ?) seien im folgenden angefiihrt: 

Je 0,5 g Papiercellulose, die einer Trockensubstanz von 
0.4779 g entsprachen, wurden mit geringen Variationen der 
Dauer des Erhitzens auf dem Wasserbade nach Lohrisch 


analysiert. 
Genau nach Noch */4 Stunden linger auf dem Wasserbade 
Lohrisch: erhitzt: 
a) 0.2290 gb) 0,1980 g ¢) 01705 gd) 01530 g aschefreie Cellulose. 
3 Genau nach Noch '/e Stunde linger auf dem Wasserbade 
Lohrisch: erhitzt : 
a) 0.2920 ¢ b) 0.2710 ¢ ¢) 0,2225 g d) 0.2515 g aschefreie Cellulose. 
2 Genau nach Noch '/e Stunde langer auf dem Wasserbade 
“ Lohrisch: erhitzt: 


a) 0.3200 gb) 0,2880 g ¢) 0,2710 gd) 0,2390 g aschefreie Cellulose. 

Die Betrachtung dieser Resultate ergibt, da’ zunichst in 
allen Fillen eine bedeutende Verminderung der Papier- 
cellulose stattgefunden hat, und zeigt weiter, dai die erhal- 
tenen Resultate offenbar nach den jeweilig herrschenden Ver- 
suchsbedingungen eine bemerkenswerte Unregelmiabigkeit 
aufweisen. Dieses Schwanken der Resultate tritt noch deut- 
licher bei den folgenden Analysen hervor, bei welchen ganz 
frisch bezogenes H,O, zur Verwendung kam. 


Genau nach Noch ‘'/e Stunde linger auf dem Wasserbade 
Lohrisch: erhitzt: 
a) 0,1756 gb) 0,1624 g c) 0,0282 g d) 0,0618 ¢ aschehaltige Cellulose. 


') Berl. tieriirztl Woch., Bd. XXVI, 8. 152 (1910). 
*) Die mit einer arabischen Ziffer bezeichneten Analysenreihen 
sind stets an einem Tage nebeneinander ausgefithrt worden. 
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Um den Einwurf, dali die Papiercellulose infolge ihrer 
besonderen Eigenschaften dieses eigentiimliche Verhalten zeige, 
zurtickzuweisen, fuhrten wir noch andere Analysen aus, bei 
denen wir Heu bezw. nach Simon und Lohrisch dargestellte 
Heucellulose anwandten. | 

Je 2g nach Simon und Lohrisch hergestellter Heu- 
cellulose (von der 1g einer Trockensubstanz von 0,9390 g 
entsprach) wurden genau nach Lohrisch nochmals behandelt 
und ergaben: 

a) 1,1256 g b) 1,1457 g aschehaltige Cellulose. 

Von der vereinigten aschehaltigen Cellulose beider Ana- 
lysen wurden nochmals je 0,6 g mit einer Trockensubstanz von 
a) 0,5670 g und b) 0.5665 g nach Simon und Lohrisch ana- 
lysiert und ergaben: 

a) 0,2545 g b) 0,2615 g aschehaltige Cellulose. 

Die nach Lohrisch hergestellte Heucellulose hatte also 
bei ihrer erstmaligen Verarbeitung 40,1°/o und 39°/o ver- 
loren. Bei der nochmaligen Verarbeitung des Restes aus dieser 
Bestimmung war ein Verlust von 58,1°/o und 53,8°/o zu 
beobachten. 

Die Versuche zeigen wohl einwandfrei, dai durch die 
Simon-Lohrischsche Methode Cellulose zerst6rt wird. 
Ferner zeigen sie, dafi die Cellulosemenge, die der ZerstOrung 
anheimfallt, sehr variabel ist und von zufalligen Bedingungen 
abhangt; denn auch bei ganz gleichartig ausgefiihrten Bestim- 
mungen wechselt diese Menge erheblich. Dieses Schwanken 
der Resultate brachte uns zuerst auf den Gedanken, die Haupt- 
ursache der ZerstOrung der Cellulose nicht in der Wirkung 
des Alkalis, sondern in der des H,O, zu suchen, dessen Be- 
schaffenheit ja bekanntlich sehr leicht Veranderungen unter- 
worfen ist. 

Da wir gleichzeitig den Zweck verfolgten, eine fiir die 
Zwecke unserer oben genannten Arbeit brauchbare Methodik 
der Cellulosebestimmung zu finden, kehrten wir zuniichst zur 
alten Langeschen Methode zuriick und fiihrten mit dieser 
einige Bestimmungen aus, um einmal festzustellen, ob auch 
unter den Bedingungen dieser Methode, also lediglich unter 
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dem FKinflusse der hochkonzentrierten Alkalil6sung Cellulose 
zerstort wird. 

5 g Papiercellulose wurden nach Lange mit 16 g Atz- 
kali und 16 ccm H,O in einer Retorte auf dem Olbade ge- 
schmolzen, genau nach der Langeschen Vorschrift behandelt 
und der Riickstand gewichtsanalytisch bestimmt. Von den 5 g 
Papiercellulose, die einer Trockensubstanz von 4,779 g ent- 
sprachen, wurden 3,9925 g zuriickerhalten. Durch die Ein- 
wirkung der KOH aliein waren also ca. 16,5°/o Cellulose ver- 
schwunden. Ein Versuch, mit dieser zuriickgewonnenen Quan- 
titéit nochmals die gleiche Bestimmung durchzufiihren, miflang, 
da der Riickstand nicht mehr filtrierbar war, sondern aus 
einer breiigen, schmierigen Masse _ bestand. 

Auch bei diesem Versuch war also ein nicht unerheb- 
licher Substanzverlust eingetreten, und der Miferfolg bei der 
Wiederholung der Bestimmung mit der schon einmal ver- 
arbeiteten Substanz zeigte, dafi auch durch die Langesche 
Methode die Cellulose veriindert wird. Da die Langesche 
Methode ziemlich umstiindlich ist, verlieBen wir die urspriing- 
liche Vorschrift und stellten noch einige Versuche derart an, 
dafi wir (iéhnlich wie Lohrisch) mit grdBeren Mengen von 
KOH in Bechergliisern arbeiteten: auch unterliefen wir die 
von Lange vorgeschlagene Neutralisation. 

Wie schon Councler bemerkte, besteht der dabei auf- 
tretende Niederschlag nicht aus Cellulose; nach den Befunden 
von Bumeke und Wolffenstein koénnte es sich hdchstens 
um sogenannte Acidcellulose handeln. Da diese aber in ver- 
diinnter kalter Lauge l6slich ist und nach der Langeschen 
Vorschrift nach dem Ansiiuern mit H,SO, doch wieder Alkali 
zugegeben werden muf, um eventuell mitausgefallene andere 
Stoffe, z. B. Eiweib, wieder in Lésung zu bringen, erscheint 
die Neutralisation zwecklos; auch konnten wir bel besonderen 
Versuchen, bei denen reine Cellulose zur Verwendung kam, 
nur einen ganz minimalen Niederschlag erhalten. 

Wir schwemmten also je 5g Heu in einem Jenenser 
Becherglase mit 50 cem heiBen Wassers auf, gaben 50 g 
Stangenkali hinzu und erhitzten dieses Gemisch 1 Stunde lang 
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im Olbade auf 180°. Nach dem Erkalten wurde dann mit 
HO verdiinnt, durch ein gehiirtetes Filter filtriert, der Nieder- 
schlag von diesem in das Becherglas zuriickgebracht und so, 
wie oben gelegentlich der Methode von Lohrisch beschrieben 
wurde, weiter behandelt. Bei den Parallelanalysen erhielten 
wir so aus je 5g Heu: 

0,9840 g; 0,9850 g; 0,9915 g aschehaltige Cellulose. 

Diese Cellulose wurde lufttrocken gemacht und von ihr 
abermals je 2mal 1 g auf genau dieselbe Art verarbeitet. Von 
| « Cellulose, das 0.9476 g Trockensubstanz und 0,0040 g 
Asche enthielt, erhielten wir: 

a) 0,8696 g b) 0,8622 g¢ aschefreie Cellulose. 

Die abermalige Behandlung in der geschilderten Weise 
hatte also einen Verlust von 7,8 und 8,6°/o veranlabit. 

Dieser Versuch zeigt, dab die Behandlung der Cellulose 
mit KOH allein einen viel geringeren Verlust als bei der 
gleichzeitigen Anwendung von H,O, zur Folge hat. 

Wir haben endlich noch Versuche ausgefiihrt, bei denen 
auch die hohe Erhitzung auf 180° vermieden wurde. Diese 
erschien uns unndotig und geeignet, gr6bere Verluste an Cellulose 
herbeizufiihren. Die Methodik der weiteren Versuche schlof 
sich also ziemlich eng an das Verfahren von Simon und 
Lohrisech an. Nur unterlieBen wir dabei, ebenfalls um allzu- 
hohe Temperaturen zu umgehen, das Eintragen des Stangenkali 
in heifes Wasser, ferner den Zusatz von H,O, und weiter die 
Fallung mit Alkohol. Hierdurch kénnen bei Analysen kohlen- 
hvdrat- und eiweifbaltiger Gemische sehr wohl andere Sub- 
stanzen als Cellulose mit niedergerissen werden, anderseits 
fallen aber, wie wir uns tiberzeugt haben, bei Anwendung 
reiner Cellulose gar keine oder nur héchst geringe Mengen 
von einer Substanz aus, die nicht mit Cellulose, vielleicht aber 
mit Acidcellulose identisch ist. 

Die flockige Ausfillung war léslich in verdiinnter Lauge 
und zeigte mit Chlorzinkjodreagens eine Farbung, die etwa der 
der Erythrodextrinlésungen mit Jod entsprach. Wir riihrten 
also die zu untersuchende Substanz mit 100 ccm kalten Wassers 
an, brachten hierzu 100g Stangenkali und erhitzten dann 
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1 Stunde auf dem kochenden Wasserbade. Hierauf wurde durch 
ein gehiirtetes Filter (Schleicher-Schill) abfiltriert und der Riick- 
stand mit kochendem Wasser solange gewaschen, bis das ab- 
laufende Wasser nur noch ganz schwach alkalisch reagierte. 
Dann wurde der Riickstand in das Becherglas zuriickgespritzt 
und auf ein gewogenes Filter gebracht, quantitativ (Platinblech) 
mit heibem Wasser, verdiinnter Essigséure, heiBem Wasser, 
Alkohol und Ather ausgewaschen und zur Wagung gebracht. 

Einige derartige Versuche seien im folgenden mitgeteilt: 

1. Je 3g Heu gaben auf diese Weise: 

a) 0,7180 g, b) 0,7190 g aschehaltige Cellulose. 
Diese Cellulose wurde lufttrocken gemacht und zeigte dann 
einen Gehalt an Trockensubstanz von 97,80°/o. 

Je 0,7 g davon gaben bei nochmaliger Analyse: 

a) 0,6475 g, b) 0,6380 g aschehaltige Cellulose. 
Die Heucellulose hatte also auch hier bei der nochmaligen Be- 
handlung mit KOH 5,4 bezw. 6,8°/o eingebiibt. 

Kinige weitere Versuche wurden direkt mit Heucellulose, 
die wir auf dieselbe Weise herstellten, angestellt. 

2. Angewandt je 1 g Heucellulose; es resultierten: 

a) 0,8962 g, b) 0,8976 g aschehaltige Cellulose, 
a) zeigte einen Aschegehalt von 0,0148 g, enthielt also 0,8814 g 
aschefreie Cellulose. 

Da die angewandte Cellulose 93,94°/o Trockensubstanz 
enthielt, war ein Verlust von ca. 4,6°/o eingetreten (berechnet 
fiir aschehaltige Cellulose). 

b) Von der hier gewonnenen Menge wurden nach einiger 
Zeit 0,7 g mit einer Trockensubstanz von 0,6584 g nochmals 
verarbeitet, es resultierten 0,6128 g aschefreie Cellulose. Bringt 
man den in der Probe a) gefundenen Aschegehalt in Anrechnung, 
so waren von der Probe b) bei der zweiten Behandlung ca. 5,4°/o 
verloren gegangen. 

3. 4 Portionen von je 1 g Heucellulose wurden in gleicher 
Weise behandelt, nur dafi beim Auswaschen keine Essigsdure 
zur Anwendung kam. Es wurden dann (bei einer Trocken- 
substanz des angewandten Materials von 0,9394 g pro 1 g) 


erhalten: 
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a) 0,9008 g, b) 0,9026 g, c) 0,9034 g, d) 0,9000 g asche- 
haltige Cellulose. 

Portion a) besaf} einen Aschegehalt von 0,0164 g, Por- 
tion b), c), d) wurden gemischt, lufttrocken gemacht und davon 
je 21 g (Trockensubstanz 0,9398 g) zu einer weiteren Be- 
stimmung verwendet. Es resultierten: 

0,8842 g und 0,8840 g aschefreie Cellulose. Unter Be- 
riicksichtigung des in der Portion a) bestimmten Aschegehaltes 
hatte also die Cellulose bei der zweiten Bestimmung eine Ver- 
minderung von ca. 4,3°/o erlitten. 

Auch diese Versuche zeigen, dah selbst bei Wasser- 
badtemperatur Atzkalilosungen von der angewandten Kon- 
zentration Cellulose zu zerst6ren vermégen, wenn auch in 
viel geringerer Weise, als dies bei gleichzeitiger Anwendung 
von H,O, der Fall ist. 


Zusammenfassung: Durch die angeftihrten Versuche 
glauben wir bewiesen zu haben, daf die Methode von Simon 
und Lohrisch keinesfalls als eine Methode der quan- 
titativen Cellulosebestimmung angesehen werden 
darf. Uberhaupt ist hoch konzentrierte Kalilauge, da sie stets 
Cellulose mehr oder weniger angreift und verdndert, zur Ver- 
wendung bei einer quantitativen Bestimmung der Cellulose un- 
geeignet. Deshalb ist auch die 4ltere Langesche Methode 
keine quantitative Methode. Bei gleichzeitiger Verwendung 
von H,O, wird aber die Cellulose in noch viel weitgehenderer 
und ganz unkontrollierbarer Weise zerstort, so daf die An- 
wendung von H,O, in konzentrierter alkalischer Loésung bei 
Cellulosebestimmungen ganz unzulassig ist. 








Uber den EinfluB der Galle auf die durch die Pankreas- und 
Darmlipase bewirkte Fettsynthese. 
Von 


Ant. Hamsik. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institute der k. k. béhm. Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Februar 1910.) 


Fiir die Resorption des Fettes ist ein Zusammenwirken 
von zwei Faktoren von Bedeutung: Pankreassaft und Galle. 
Diese Annahme stiitzt sich auf die bekannte Beobachtung Claude 
Bernards, der bei den Kaninchen, bei denen der Ductus chole- 
dochus in den Diinndarm oberhalb des Ductus pancreaticus 
einmiindet, nach fettreicher Nahrung die ChylusgefaBe oberhalb 
der Pankreasausfiihrung durchsichtig, unterhalb derselben milchig 
weil} fand, sowie auf den umgekehrten Versuch Dastres,!) der 
bei den Hunden nach Verlegung des Ductus choledochus unter- 
halb der Miindung des Ductus pancreaticus die Chylusgefibe 
erst unterhalb der Einmiindung der Gallenfistel milchig weil 
fand. Die anfangs erwihnte Annahme steht weiter sowohl mit 
klinischen, als auch mit experimentellen Erfahrungen im besten 
Kinklang. 

Der Gallenabschlu8 hat eine hochgradige Verschlechterung 
der Fettassimilation zur Folge; diese Verschlechterung ist nicht 
durch eine mangelhafte Fettspaltung bedingt, da auch bei Gallen- 
abschluf das Kotfett zu 75°/o aus Fettsiiuren bezw. Seifen, 
wie unter normalen Verhiiltnissen besteht, obwohl die Galle, 
resp. ihre Cholsiiurekomponente zweifellos einen beschleunigenden 
Einfluf auf die Fettspaltung austibt (Fiirth und Schiitz).?) 


‘) Compt. rend. soc. biol. 1887, S. 782. 
*) Hofmeisters Beitr., Bd. IX, 5. 28, (1907). 
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Die Stérung betrifft die Resorption; da dieselbe auch durch 
Darreichung des Fettes in emulgierter bezw. verseifter Form 
nicht ausgeglichen wird, kann daraus der Schlub gezogen werden, 
daB die Hauptfunktion der Galle weniger in der Emulsionsbildung 
als vielmehr in ihrer LOsungsfihigkeit fiir Fettsauren, Seifen, 
resp. ihrem resorptionsanregenden Einiluf auf die Darmepithelien 
besteht (vgl. Schmidt)'). 

Aber auch bei Abwesenheit von Galle kénnen recht be- 
deutende Fettmengen (bis 75°/o) aus dem Darme resorbiert 
werden. 

Die Bedeutung des zweiten Faktors, nimlich des Pankreas- 
saftes, ftir die Fettresorption wurde in zahlreichen Versuchen 
an Tieren gepriift. Die Ergebnisse derselben sind jedoch nicht 
iibereinstimmend. Es scheint ein grundsatzlicher Gegensatz zu 
bestehen, ob nur das Sekret des intakten Pankreas von dem 
Darme ausgeschlossen oder ob das Pankreas selbst schwer ge- 
schadigt resp. ganz exstirpiert ist. Wéhrend die Unterbindung 
der Ductus pancreatici keine wesentlichen Veriénderungen der 
Fettresorption zur Folge haben soll, zeigte sich nach totaler 
Pankreasexstirpation sowie nach der durch Unterbindung der 
Ausfiihrgainge und der zufitihrenden Gefife bewirkten totalen 
Atrophie des Pankreas die Resorptionsgréfe wesentlich beein- 
trichtigt (Th. Brugsch).?) Sicher ist, daB die Resorption des 
Fettes am reichlichsten bei gleichzeitiger Anwesenheit von Galle 
und Pankreassaft vonstatten geht. Der Grund fiir die Herab- 
setzung der Fettresorption bei Abwesenheit von Pankreassaft 
liegt weder in einer mangelhaften Spaltung des Fettes, da das 
nicht resorbierte Kotfett zum allergr6éBten Teil aus freien Fett- 
siuren besteht, noch in dem Wegfall des zur Seifenbildung 
erforderlichen Alkalis, da durch Zugabe von zerhacktem Pan- 
kreas die Fettresorption wesentlich erhéht wird. 

Der giinstige Einiluji; des Pankreassekretes auf die Fett- 
resorption kann — wenigstens teilweise — erklirt werden 
durch die Annahme, daf die Resorption des Fettes an fermen- 
tative, durch die Pankreaslipase bewirkte Fettsynthese gekniipft 


1) y. Noo rdens Handbuch der Path. des Stoffwechsels, Bd.1, S. 702. 
*) Zeitschr. f. exp. Path. u. Ther., Bd. VI, S. 326 (1909). 
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ist. Die im Darmlumen abgespaltenen Fettsiuren werden von 
den Epithelzellen aufgenommen und zwar nach der einen An- 
sicht in Form yon wasserléslichen Verbindungen (Pfliiger') 
sagt, dafi die Lisung der Fettsiuren im Darme wesentlich 
durch die drei zusammenwirkenden Stoffe erzielt wird d. i. die 
Galle, das Natriumearbonat und die Seifen); nach der anderen 
Ansicht werden die Fettsauren als solche aufgenommen. In 
einer vor kurzem erschienenen Arbeit von Rossi?) wird die Re- 
sorption der Seifen vom Darme aus stark angezweifelt. Rossi 
zeigte, da’ Epithelzellen des Diinndarms, die mit Olséure in 
Beriihrung gebracht werden, letztere aufnehmen, und _fiihrt 
diese Aufnahme auf eine in den Zellen befindliche Substanz 
zuriick, die sich durch Ather oder Xylol entfernen 1i8t und 
eine spezifische Aviditiit oder LoOsungsfihigkeit fiir Fettséuren 
besitzt. Der Eintritt der Fettsiuren in die Darmschleimhaut 
wird erheblich durch die Gegenwart von Galle erleichtert. 
Neutralfette kénnen nicht eindringen. Werden die Zellen mit 
Natriumoleat behandelt, so beladen sie sich mit KOrnchen freier 
Fettsiiure. Dab Seifen in Beriihrung mit lebendem Darmepithel 
eine Hydrolyse erfahren, wurde schon von B. Moore, *) ferner 
von O. Frank und A. Ritter+t) und in der letzten Zeit von 
W. Croner®) konstatiert. Der letztgenannte Autor untersuchte 
die Fettresorption in isolierten, weder Galle noch Bauchspeichel 
empfangenden Diinndarmabschnitten (von Zuntz-Rosenberg 
modifizierten Thiry-Vellaschen Fisteln) und erklart, dab die 
verschiedenen Abschnitte des Diinndarms sich nicht nur quan- 
titativ, sondern auch qualitativ verschieden bei der Resorption 
verhalten. Nur der untere Abschnitt resorbiert Seifen. Galle 
und Bauchspeichel beseitigen die Unfihigkeit des oberen Darm- 
abschnittes fiir Seifenresorption nicht. Emulgierte Neutralfette 
werden von allen Teilen des Diinndarms resorbiert; die Re- 
sorption wird durch Pankreassaft und Galle befordert. 
| ') Pfliigers Arch., Bd. LXXXVI, S. 1, Bd. LXXXVIII, 5. 299 u. 431. 

2) Arch. di fisio, Bd. V, S. 351, 1908. Ref. nach E. H. Starling 
in Oppenheimers Handb., Bd. III, 2, S. 232, 1909. 

5) Proc. Roy. Soc., Bd. LXXIH, S. 131, 1904. 

*) Zeitschr. f. Biol., Bd. XLVII, S. 251, 1905. 

’) Bioch. Zeitschr., Bd. XXII, S. 97, 1909. 
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Wie dem auch sei, die von den Epithelzellen der Darm- 
schleimhaut aufgenommenen Fettsiuren werden daselbst durch 
die Pankreaslipase, welche, wie die Verdauungssifte iiberhaupt, 
resorbiert wird, mit Glycerin zum Neutralfett zuriicksynthetisiert, 
wobei die Darmlipase zusammenwirkt oder vikariirend eintreten 
kann. Der giinstige Einfluf} der Galle kann aufer ihrer l6senden 
Kraft fiir Fettsiiuren und Seifen in einer Beschleunigung der 
durch die Pankreas- und Darmlipase sich vollziehenden Fett- 
synthese gesucht werden. 

Versuche zur Beschleunigung der fermentativen Fett- 
synthese durch cholsaures Natron sind von Donath?*) unter- 
nommen worden: es war jedoch nicht gelungen, eine Beschleu- 
nigung der synthetischen Fermentwirkung durch Cholsiure- 
zusatz zu erzielen. Auch ein weiterer Versuch, die Fettsynthese 
durch Zusatz eines Mangansalzes zu beschleunigen, fiel negativ aus. 

Das physiologische Interesse dieser Frage hat die unten 
anzutiihrenden Versuche zur Feststellung des Ejinflusses der 
Galle auf die durch die Pankreas- und Darmlipase bewirkte 
Fettsynthese angeregt. 

Untersuchungsmethode. Als zu den Versuchen ge- 
eignetstes Material erwies sich das aus dem Schweinepankreas 
nach Pottevins?) Angaben hergestellte Trockenpraparat. Frische 
Driisen wurden fein zerhackt und nur je eine Stunde zweimal 
mit Alkohol, einmal mit Alkoholiither und zweimal mit Ather 
behandelt. Das feine Pulver wurde mit Glycerin (1 g : 100 ccm) 
in einer Schale zerrieben und nach 24 Stunden durch ein Falten- 
filter filtriert. Das auf dem Filter verbleibende Pulver war 
noch wirksam und wurde deshalb zum zweiten und dritten 
Male mit Glycerin extrahiert. Der zweite Extrakt war jedoch 
schon von bedeutend schwiicherer Kraft. 

Von dem Glycerinextrakt wurden nach vorangehendem 
Durchschiitteln je 10 ccm mit einer Pipette in ein Erlenmeyer- 
Kélbchen abgemessen, dann 2 cem Wasser, bezw. Galle usw. 
und schlieBlich 5 ccm Olsiure hinzugefiigt. Die zu den Ver- 
suchen beniitzte Olsiiure wurde aus kiuflichem Olivenél darge- 


!) Hofmeisters Beitr., Bd. X, S. 394 (1907). 
2) Ann. Inst. Pasteur, Bd. XX, S. 901. 
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stellt; das Olivenél wurde mit Kalilauge verseift, die Seife mit 
HCl zerlegt, die freien Séuren mit PbO bei 100° digeriert, 
das Olsaure Blei durch Ather ausgezogen, die aus dem Bleisalze 
durch HCl in Freiheit gesetzte Olsiiure von HCl und Ather befreit 
und im Vakuum getrocknet. AuBerdem wurden auch Kontroll- 
versuche mit reiner, von Kahlbaum in Berlin bezogener Ol- 
siiure angestellt. Dann wurde das Gemisch auf seine Aciditiit 
derart gepriift, daf nach tiichtigem Durchschitteln 2 cem mit 
der Pipette abgemessen, mit 20 ecm Alkohol und 1 Tropfen 
Phenolphthaleinlésung versetzt und mit wisserigem "/10-KOH 
bis zur Rosafirbung titriert wurden. Alsdann kamen die Kolbchen 
in den Thermostaten und in bestimmten Zeitabschnitten wurde 
ihre Aciditét wieder bestimmt. Die Temperatur betrug nur 
wiihrend des Tages 37° C., wiihrend sie in der Nacht bis zu 
20° C. herabfiel: es war daher nétig, immer Parallelversuche 
anzustellen. 

Zuletzt jedoch sind auch Kontrollversuche bei konstanter 
(37° C.) Temperatur angeordnet worden. 

Versuche mit der Galle. Zu den Versuchen diente 
frische, filtrierte Blasengalle vom Schwein, die teils roh, teils 
gekocht zur Verwendung kam. 


Rohe Galle. 

















; Aciditiit in cem ®/10-KOH 
_ [Wasser] Galle — 
Nr. aii nach nach nach nach 
cem | cem |" 24 Stunden 48 Stunden 72 Stunden 8 Tagen 
I 2 18,1 15,8 14,2 128 | 9,7 
2 1.5 0.5 17,9 15,4 13,2 120 | 8,8 
3 1 1 17,8 14,6 11,9 10.3 | 8,2 
i — 2 17,8 | 13.6 10,8 94: 7,9 
i) — 2.5 17,3 13.5 11,3 9 7 8.3 
6*] — 2 17,8 — 17,8 _ 17,6 











* Statt Glycerinextrakt reines Glycerin. 


Der Tabelle ist zu entnehmen, dal die Geschwindigkeit 
der Reaktion mit der Konzentration der zugesetzten Galle steigt. 
Die Verminderung der Aciditiit betrug binnen 24 Stunden bei 
Nr. 1: 13°/o, bei Nr. 4: 24°/o, binnen 48 Stunden in ersterem 
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Falle 22°/o, in letzterem 39°/o, in 3 Tagen 30 resp. 47 und 
in 8 Tagen 46 bezw. 55° 0. 

Gekochte Galle zeigte fast denselben Einflub wie die 
rohe (Vers. Nr. 8). Auch mit der auf dem Wasserbade ein- 
cedampften, getrockneten und zum Pulver zerriebenen, dann 
in entsprechender Menge Wasser gelésten und [filtrierten Galle 
konnte diese, obwohl etwas schwiichere Beschleunigung erzielt 
werden (Vers. Nr. 9). 





Gekochte Galle. 











a ec 
Ver- ; Aciditét in cem "/10-KOH 
h Wasser Galle 

S ( 
~ nach nach nach 

Nr. ecom cem 24% Stunden 48 Stunden 72 Stunden 

} - > . , 

y 2 — [8,1 16.1 14.2 12.9 

s 2 17,8 13.9 10.9 93 

4 — 2 17,8 14.6 11.8 yy 











Versuche mit Gallenbestandteilen. Die Beschleu- 

nigung kommt den alkoholloslichen Bestandteilen der 

Galle zu (Vers. Nr. 11). Die getrocknete und pulverisierte Galle 

wurde mit Alkohol extrahiert: der durch Abdampfen von Alkohol 

> befreite und im Vakuum getrocknete Extrakt wurde in ent- 
sprechender Menge Wasser gelést und gepriift. Die Beschleu- 

nigung fiel etwas kleiner aus als bei Verwendung von Galle selbst. 


Alkohollésliche Bestandteile der Galle (A. L.). 














Ver- Galle Aciditat in cem ®/10o-KOH 
. Wasser 
such a. |. | 
\ pore nach I. nach nach 
NT. ccm ccm 24: Stunden 48 Stunden 72 Stunden 
LO 2 —_— 18,1 15,8 14,0 12,7 
) 
LI ~ 2 18,0 14,9 13,0 11,0 








Dagegen die in Alkohol unléslichen Bestandteile 
bezw. ihre wiisserige, filtrierte Lésung wies keine den Verlauf 
der Reaktion beschleunigenden Eigenschaften auf. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 17 
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Alkoholunlésliche Bestandteile der Galle (a. u.). 








aetna 
Ver- Galle Aciditaét in ccm ®/10-KOH 
al Wasser a oie snictacaihvwitie tase = a 
_— =~ sofort |., Bach. | nach | nach 
Nr. ccm ccm 24 Stunden/48 Stunden 72 Stunden 
| | 
12 2 _- 181 | 156 | 13,7 | 126 
13 ee 2 18,1 166 | 140 | 13.1 











Nun wurde die Plattnersche Galle auf ihr Verhalten 
untersucht. Aus der Rindergalle wurde ein farbloses Priparat 
dargestellt und in Wasser gelést. Die (5—10°/o) Lésungen 
reagierten auf Phenolphthalein sauer, auf Lackmus schwach 
alkalisch. 

Gleichzeitig gelangte auch cholsaures Natrium zur 
Untersuchung. Aus der Rindergalle wurde zuerst nach Pregels ') 
Angaben farblose Cholsiéure dargestellt; die alkoholische Losung 
wurde mit "/10-NaOH (Indikator Phenolphthalein) neutralisiert, 
abgedampft und in Vacuo getrocknet. Zu den Versuchen wurde 
dann 10°/oige wisserige Losung benutzt (Nr. 16). 

Ein anderes Priparat cholsauren Natriums wurde durch 
Neutralisieren einer bei 130° getrockneten Cholsiure mit der 
vorher ermittelten Menge wiisserigen "/10o-NaOH und Erwérmen 
hergestellt (Nr. 17). Beide Losungen reagierten auf Phenol- 
phthalein sauer, auf Lackmus schwach alkalisch. 


Plattnersche Galle und cholsaures Na. 

















10 °/o Chol- Aciditét in ccm "/1o-KOH 
Nr. | Wasser }| Plattner- Or ccna Mae arte ae 
sche Galle | *4U"°s Na wialiaail. | nach Stunden 

ccm ccm ecm | 24 | 48 | 96 

14 2 — — 18,0 | 15,5 | 13,5 | 11,9 

1d | I — 17,7 126 102 91 

0/ 

16 es a 17,8 | 13,1 | 103] 90 
- 4°/o | 46 r | 2/| ¢ 

17 - - Ei 18,0 | 129) 103) 9,1 

















1) Monatshefte f. Chemie, Bd. XXIV, 8. 34, 1903. 
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Die Verminderung der Aciditaéat betrug in Prozenten: 











Nr. a _ Nach Stunden 
24 | 48 | 96 

14 14 25 | 34 

15 28 42 | 48 

16 26 42 | 49 

17 28 43 49 





Sowohl die Plattnersche Galle als auch das cholsaure 
Natrium beschleunigen die durch die Pankreaslipase bewirkte 
Fettsynthese. 

Es ist jedoch nicht gleichgiiltig, in welcher Reihenfolge 
die betreffenden Substanzen vermischt werden. Wéahrend in 
den Fallen, wo nur Olsiure, Glycerinextrakt und Wasser rea- 
gieren, die Versuchsanordnung keine Rolle spielt, ergaben sich 
in den Versuchen, wo auch die Plattnersche Galle in die 
Reaktion kam, betriichtliche Differenzen je nach der Reihenfolge, 
in welcher die betreffenden Substanzen vermischt wurden. Die 
grObte Beschleunigung konnte in jenen Versuchen beobachtet 
werden, wo die Kélbchen zuerst mit Olsiure und Glycerin- 
extrakt, dann nach vorangehendem Durchschiitteln mit Wasser 
und zuletzt mit der Plattnerschen Galle beschickt wurden 
(Versuchsanordnung I). Bei Versuchsanordnung II (Olsaure, 
Plattnersche Galle, Wasser, Extrakt) trat am Anfang sogar 
eine Verlangsamung der Reaktion auf, bei III (Olsdéure, Wasser, 
Plattnersche Galle, Glycerinextrakt) war die Beschleunigung 
anfangs nur gering. 

Bei der bisher allgemein angewandten Versuchsanord- 
nung IV (Glycerinextrakt, Wasser, Plattnersche Galle, Olsiure) 
nimmt die Beschleunigung beilaufig den Mittelwert ein (siehe 
Tabelle auf folgender Seite). 

Die Beschleunigung steigt mit der Konzentration der zu- 
gesetzten Plattnerschen Galle. Zur Verwendung kam teils 
ein nach !/2 stiindiger (Vers. Nr. 25—-28), teils ein nach 24 stiin- 
diger (Vers. Nr. 29—32) Extraktion mit Glycerin filtrierter 
Extrakt, teils eine Suspension (Vers. Nr. 33—36) des Ferment- 


17* 
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Plattnersche Galle. 
—_ Neen 
See ae 10°%/o Aciditiét in cem 4/10o-KOH 
aaa Wasser Plattner- ane — 
Nr. sche Galle _— nach Stunden 
cem ccm 24 48 
: ( 18 2 -— 17,6 14,7 13,4 
\ 19 1 | 17.6 11,5 95 
f 20 2 — 17,8 148 = 13,2 
\ 21 1 | 17,7 15,4 13,1 
I 22 1 1 17,7 14,6 | 121 
ny { 23 2 — 17,9 14,7 13,3 
(24 1 1 17,6 | 135 | 11,6 
pulvers in Glycerin (immer 1 g des Pulvers : 100 ccm Glycerin) ? 





unter Beibehaltung der Versuchsanordnung I. 


Plattnersche Galle. 

















10%o Aciditéit in ecm ™/1o-KOH 

Nr Wasser | Plattner- meee ine ox anemnencant 

sche Galle wile nach =| nach 

ecm ccm 24 Stunden | 48 Stunden 

25 2 : 17.9 | 151 | 146 
245 19 0.1 179 | 144 | 123 
27 15 0,5 178 | 12,5 10,4 5 
28 1 1 17,7 | 127 | 104 
29 2 _ 17.9 14,9 | 18,1 
30 1,9 0,1 179 | 139 | 118 
31 1,5 0,5 17.8 25 | 103 
32 17,7 18 | 97 
33 2 — 18,0 | 14,0 12,0 
34 1,9 0,1 18,0 | 12,8 10,7 
35 15 0,5 178 | 109 | 96 
36 1 ! 178 | 110 | 94 " 











Versuche iiber den Einflu®B der Alkalescenz. Die 
Versuche wurden derart ausgefiihrt, daf zu 10 cem Glycerin- 
extrakt statt 1—2 cem Wasser 1—-2. ccm "/10-NaOH (oder Na,CQ;), 
bezw. "/20-Salzsiiure und schlieBlich 5 cem Olsiiure hinzugefiigt 


wurden. 
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Natriumhydroxyd. 








10°/o Aciditiit in com /10-KOH 

Nr. Wasser ]®/10-NaOH] Plattner- : 

sche Galle | sofort Stunden 

ccm ccm ccm 24 48 96 
37 2 : mm 18,0 15.2 13,8 11,9 
38 1 I — 180 142 12,3, 10,2 
39 -—- I I 17,9 | 15,1 12,7 95 
W I — ! 17,7) 126) 102! 9,1 














Auf die Geschwindigkeit der Fettsynthese tibt NaOH einen 
entschieden begiinstigenden Einfluf aus; in Kombination mit 
Plattnerscher Galle (oder cholsaurem Na) verursacht NaOH 
im Anfang eine Verlangsamung gegeniiber dem Versuche, wo 
nur Plattnersche Galle hinzugeftigt war; diese Verlangsamung 
diirfte durch die in der Cholatldsung reichlicher sich bildende 
Seife verursacht werden, denn sie tritt noch deutlicher hervor, 
wenn das Kélbchen zuerst mit Olsiure, dann mit NaOH und 
erst zuletzt mit Glycerinextrakt beschickt wird, was im Versuch 
Nr. 43 der Fall ist, wogegen in Versuch Nr. 42 wie gewohnlich 
die Olsiiure zuletzt in die Reaktion kam. Die im Versuch 43 zutage 
tretende auffallende Verlangsamung der Reaktion riihrt von der 
Gegenwart des Natriumoleats her, wie dies die folgenden Versuche 
veranschaulichen, in denen Natriumoleat (durch Neutralisieren 
einer alkoholischen Lésung der Olsiure, Abdampfen und Trocknen 
bei 80°C. dargestellt) direkt hinzugefiigt worden war. Die LOsung 
(2,5°/o) der Seife war klar, reagierte auf Lackmus fast alkalisch, 
auf Phenolphthalein (nach Zusatz von Alkohol) schwach sauer. 


Natriumoleat. 




















Aciditaét in cem ™/10-KOH 
Nr. Wasser ]"10-NaQOH] Na-Oleat 

ei nach Stunden 

sofort ea 

cem ccm ecm | 24 48 12 
| 2 -- — 18,1 156 > 13,7 12.6 
+2 _ 2 — 18,0 149 1381 | 11,6 
‘3 — 2 — 18.1 17.3 16,3 | 15,6 
44 1.9 _ 0,4 18,1 16.3 14,6 13,3 
43 1,75 a 0,25 18,0 16,7 15,1, 14,0 
465 1,5 - 0,5 18,0 17,0 16,2 15,3 
+7 1.0 _ I 18,0 17.2 169 162 
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Noch giinstiger als der EinfluB des Natriumhydroxyds 
gestaltet sich derjenige des Natriumcarbonats. Es blieb 
gleichgiiltig, ob das Kélbchen zuerst mit Glycerinextrakt, dann 
mit Sodalésung und schlieflich mit Olsaiure (Vers. Nr. 50) oder 
in umgekehrter Reihenfolge beschickt wurde (Vers. Nr. 51). 


Natriumcarbonat. 
i 





| . Na-Oleat Aciditaét in ccm ®/10-KOH 

Nr. | Wasser pjs-Na,COy 950. | fort | Bach Stunden — 

ccm ccm ecm nti | 24 | 48 | 72 
48 2 = a 180 | 15.1 132) 11,8 
49 1,5 0,5 = 18,0 | 13,9 11,8 | 10,7 
50 1 1 - 180 | — | 113) 95 
51 1 ” 180 | 134 112) 95 
52 es 1 1 18,0 | 17,4) 16,7. 














Die beschleunigende Wirkung der gallensauren Salze 
tritt deutlich hervor bei Gegenwart von Seife, wenn man 
die sonst gleich, aber ohne Plattnersche Galle angeordneten 
Versuche vergleicht. Die Kélbchen wurden zuerst mit Olsiure, 
dann mit NaOH, Soda, Glycerinextrakt, Wasser und zuletzt mit 
der Plattnerschen Galle beschickt. 


Seife -+- Plattnersche Galle. 














10°/o Aciditaét in ccm ®/10-KOH 

Nr. [?/s-NaOQH}"/:-Na,CO,]Wasser] Plattner- a: IEE" e er eee 
sche Galle] frisch | nach Stunden 

cem ccm ccm ccm | 24 | 48 | 96 

as] 1 os 1 io 17,6 | 16,7} 15,4) — 
54 | - - 1 “2 | me| aA) — 
a5] 1 — jmesi — | se 15. 
56 1 1 _ 1 16,7 | — | 14,3 12,4 

















Die Geschwindigkeit der Fettsynthese hingt also unter 
den angebenen Bedingungen von dem Verhiiltnis zwischen Seife, 
Natriumcarbonat und gallensauren Salzen ab. 

Die Salzsiiure verursacht schon in geringer Konzen- 
tration eine Verlangsamung, dann vollige Hemmung der Fett- 
synthese; durch Zusatz von Plattnerscher Galle wird diese 
Wirkung paralysiert. 
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Salzsiure. 


10%/o Aciditét in ccm "/10-KOH 
Nr, | Wasser | "/s0-HCl | Plattner--———~-—_—————_ ae 
- sche Galle | frisch | nach Stunden | 

| 24 | 48 72 | 96 























ccm ecm ccm | 
57 | 2 - — | 181) 153/ 139 | 124] 114 
x | 15 | 05 — | 181| 176] 174! 169 | 169 
39 | O85 05 | 180 | 148) 124) 103) 91 














Versuche mit Praparaten anderer Herkunft. Zu 
den Vorversuchen diente Pankreatinum pur. absolutum 
von Merck in Darmstadt. Da keine genug wirksamen Extrakte 
erhalten werden konnten, wurden Glycerinsuspensionen (1—2 g 
des Pulvers mit 100 ccm Glycerin in einer Schale fein zerrieben) 
bentitzt; das Abmessen geschah nach tiichtigem Durchschiitteln 
mit einer am Ende miabig breiten Pipette. Durch zahlreiche 
Parallelversuche wurde die Brauchbarkeit dieses Verfahrens 
bewiesen. Die Resultate stimmen mit den schon angefthrten 
liberein. 

Weiter wurden 3 aus Rinderpankreas auf die friiher 
erwihnte Weise hergestellte Praparate gepriift. Von diesen 
+ Praparaten erwies sich das eine als vollig unwirksam; von 
den zwei anderen waren Glycerinextrakte (2 g : 200 ccm) auch 
fast unwirksam. Es wurde daher der nach der ersten Extraktion 
mit Glycerin verbleibende Riickstand wieder mit einer ent- 
sprechenden Menge von Glycerin vermischt und mit dieser 
Suspension wurden weitere Versuche unternommen. Versuchs- 
anordnung IV. 


Rinderpankreas. 














Chol- Aciditaét in ccm "/1o-KOH 
Nr. Wasser |saures Na]"/1o-NaOQH}———--~ <a 
10 Jo sofort | Bach Stunden) 16 
ccm ccm ccm | 48 | 96 Tagen 
60 1 ‘i si 18,6 | 141 | 106 | 67 
61 0,9 0,1 i 18,7 | 14,2 1/104} — 
(2 _ 1 a 186 100 79 | 67 
63 _ ~~ 1 18,7 | 11,7 88 | — 























Do 
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In Ubereinstimmung mit Donath (I. c.) wurde bei dieser 
Versuchsanordnung nach Zusatz von einer geringen Menge chol- 
sauren Na keine Beschleunigung beobachtet; durch Zusatz von 
groferen Mengen konnte dagegen sehr erhebliche Beschleunigung 
erzielt werden. Auch NaOH tibt einen beschleunigenden Einfluf 
aus; dasselbe gilt von Na,CO,. Durch Zusatz von diesem Salz 
konnten auch wirksamere Glycerinextrakte erhalten werden. 

Von den 3 Hundepankreaspriparaten erwies sich 
das eine ebenfalls ganz unwirksam; die zwei anderen besaben 
eine kriftige liposynthetische Wirkung, welche durch Zusatz 
von roher Hundegalle sowie einer LOsung von Plattnerscher 
Galle (statt Wasser) erheblich erhéht werden konnte. Auch 
mit diesen Priiparaten konnten wirksame Glycerinextrakte nicht 
erhalten werden. 

SchlieBlich wurden noch Versuche mit der Darmlipase 
angestellt. Aus der Diinndarmschleimhaut vom Schwein wurde 
ein Priiparat durch Bebandlung mit Alkohol und Ather!) be- 
reitet und zu den Versuchen verwendet. Es gelang nicht, wirk- 
same Glycerinextrakte zu erhalten. Dagegen erwiesen sich 
Suspensionen in Glycerin (3 g des Pulvers mit 100 ccm Glycerin 
in einer Schale zerrieben) als wirksam. In das Erlenmeyer- 
K6lbchen wurden zuerst 10 ccm Glycerinsuspension mit einer 
Pipette abgemessen, dann 1 ccm Wasser, bezw. Plattnersche 
Galle oder "/1o-NaOH und schlieflich 5 ccm Olsiiure hinzuge- 
fiigt. Die mitgeteilten Zahlen sind als Mittelwerte von zwei 
gesondert angelegten Proben anzusehen; die Differenzen waren 
iibrigens verschwindend gering. 


Darmschleimhaut vom Schwein. 














Plattner- Aciditét in cem ®/10-KOH 
Nv. | Wasser | sche Galle |»/1o-NaQH]————-——---- 
10 Jo aitent | nach Tagen 
com cem ecm | @ | @6@ | 
| | 

64 _ — | 18,7! 17,4| 15,1] 12,7 
65 - _ 18,5 | 16,6 13,3 | 10,6 
66 a - 1 18,7 | 166 | 12.7] 105 














') Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 1, 1909. 
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Die Beschleunigung der Reaktion findet hier auch statt, 
tritt jedoch hinter der bei der Pankreaslipase beobachteten 
zurtick. 

Die bei Verwendung von Hundedarmpriparaten erhal- 
tenen Werte scheinen zu gering, um eindeutige Schliisse zu er- 
lauben. Da keine wirksamen Extrakte erhalten werden konnten, 
wurden Suspensionen in Glycerin (5 g : 100 cem Glycerin) benutzt. 


Darmschleimhaut vom Hund. 

















10°%/o Aciditaét in cem ®/:0-KOH 
Nr. Wasser ["/5-Na,CO,| Plattner- : . 
sche Galle frisch nach Tagen 
ccm ccm ccm | § 16 | 30 
67 1 - — 184 18,1 17.6 17,5 
68 _ oa 18,3| 179 171 | 166 
69 — — 1 183 17,7 17,2 16.9 














Zusammenfassung. Die Galle beschleunigt die durch 
die Pankreas- und Darmlipase bewirkte Fettsynthese; dieser 
beschleunigende Einflufi kommt hauptséichlich den gallensauren 
Salzen und den Gallenalkalien zu. 











Weiteres Gber das Verhalten von Eiweibkérpern zu Aceton. 
Von 
Th. Weyl (Berlin). 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Marz 1910.) 


In den Berichten der deutschen chemischen Gesellschaft, 
Bd. XLIII, S. 508 (1910), habe ich eine Methode der Eiweif- 
bestimmung mittels Aceton angegeben, die sich durch grofe 
Einfachheit und Genauigkeit auszeichnet. 

Im folgenden werden die dort mitgeteilten Beobachtungen 
in mehrfacher Richtung erweitert. 


1. Quantitative Eiweifbbestimmung in der Frauenmilch.') 


20 ccm Frauenmilch werden im Becherglase mit 20 ccm 
Wasser verdiinnt und die Mischung unter Umriihren in 80 ccm 
technisches Aceton (Kahlbaum) eingetragen. Die Mischung 
bleibt unter mehrfachem Umriihren eine Stunde stehen und 
wird dann durch ein gewogenes Filter gegossen. Die Filtration 
geht glatt vonstatten. Wenn die ersten Tropfen des Filtrates 
nicht vollig klar sein sollten, werden sie zurtickgegossen und 
dieses so oft wiederholt, bis das Ziel erreicht ist.2) Das Filter 
wird dann zweimal mit einem Gemisch gleicher Teile von Aceton 
und Wasser gefiillt und schlieBlich zweimal mit absolutem Al- 
kohol und dann mit wasserfreiem Ather gewaschen. Das alko- 
holische Filtrat wird so oft zurtickgegossen, bis es klar ist. 
Dann wird das Filter zusammengefaltet und in Filtrierpapier 
gewickelt, zwei Stunden im Soxhlet extrahiert. Es wird bei 105° 
getrocknet. Vom Gewichte muf die Asche abgezogen werden. 

Statt das abgeschiedene Eiweif zu waigen, kann man es 
selbstverstiindlich auch nach Kjeldahl! bestimmen. 


‘) Fiir die Uberlassung der Milch bin ich den Herren Geheimrat 
Bumm (Charité) und Prof. Finkelstein (Kinderasyl) zu Dank verpflichtet. 

*) Bei langerem Stehen der Milch-Aceton-Mischung scheiden sich 
bisweilen harte, aus Milchzucker bestehende Krusten ab, welche sich aber 
in dem oben benutzten Gemisch von Aceton und Wasser leicht lésen. 
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Im Filtrate des abgeschiedenen Eiweifes entsteht durch 
Salpetersiiure von 1,145 D. oder von Essigsaure und Ferrocyan- 
kalium zumeist keine Fallung oder doch nur eine unwagbare 
Opalescenz. Ist man im Zweifel dariiber, ob der Niederschlag 
aus EiweiB oder aus Ferrocyankalium, bezw. Ferrocyanwasser- 
stoffsaure — die beide in Aceton unloéslich sind — besteht, 
so verdiinnt man mit Wasser. Hierin bleibt Eiweifi unléslich. 
In diesem Filtrate lift sich der Zucker nach bekannten Me- 
thoden leicht bestimmen, nachdem das Aceton beseitigt ist. 
Dieses geschieht entweder durch Destillation oder durch einen 
Luftstrom, den man in das auf 60° erwadrmte Filtrat schickt. 

Die Resultate der Acetonfallung stimmen geniigend unter- 
einander iiberein. 

Ich habe dann in einer anderen Portion der Milch, welche 
fiir die Acetonfallung diente, auch das Casein nach Hoppe- 
Seyler, und zwar nach der von J. Schmidt‘) angegebenen 
Modifikation bestimmt. Diese Modifikation besteht bekanntlich 
darin, daB man die mit dem zwanzigfachen Volumen Wasser 
verdiinnte Milch bei 40° mit soviel einer sehr stark verdiinnten 
Essigsiure versetzt, bis das Casein sich ausscheidet, und dab 
man dann eine halbe Stunde lang CO, in die auf 40° gehaltene 
Milch einleitet. 

Die Resultate sind in der Tabelle 1 unten zusammen- 
gestellt und zeigen gut vergleichbare Werte. 

Die Differenz zwischen der Acetonfallung und der Casein- 
fillung entspricht der Menge des Laktalbumins. 











Tabelle 1. 
In 20 ccm Frauenmilch 
Acetonfallung | Caseinfallung 
Versuch fa) .... 0,2107 “ 
oe 6% 4 0,260 — 
Versuch 2a) .... 0,134 0,0750 
ae 0,144 0,0755 
Versuch 3a) .... (0,1145) 0,1185 
oe 0,135 0,1080 








ee 


') J. Schmidt, Malys Jahresberichte (1884), S. 175. 
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2, Unterschiede im Verhalten von Eiweiflisungen gegen Aceton. 


~e 





Fiir die in der nachfolgenden Tabelle 2, S. 249, mitgeteiiten 
Beobachtungen stand mir nur ein schmales Material zur Ver- 
fiigung. Zum Teil verdanke ich es der Freundlichkeit der Herren 
Hofmeister (Strabburg) und Osborn (Boston). Reine Peptone 
waren mir leider nicht zuginglich. 

Aus der Tabelle méchte ich hervorheben, dai in Aceton 
l6slich sind: die Nitrate von Serumalbumin, Casein aus Frauen- 
milech und Casein Protalbumose I, unléslich dagegen die 
Nitrate der anderen in der Tabelle erwiéhnten Eiweilfstoffe. 
Ammoniak verhindert schon in kleiner Menge bei den meisten 
Eiweibstoffen die Fallbarkeit durch Aceton, wiahrend dieses bei 
Essigsiiure, Salzsiiure und Salpetersiiure nicht der Fall ist. Die 
Darstellung der Eiweifinitrate in festem Zustande ist mir bisher 
nicht gelungen. Es scheint sich um sehr leicht dissociable 
Verbindungen zu handeln. ') 











3. Killbarkeit von Hiweibderivaten und einigen anderen Stoffen 
durch Aceton.?) 
Durch Aceton wurden gefillt: 
a) folgende Aminosiuren: 








Glykokoll und Glykokollesterchlorhydrat | 9 95 g in 3 com Wasser. I} 
dl-Valin Fallung sofort oder nach y 
d-Alanin mehrtigigem Stehen in : 
d-Leucin | der Kalte krystallinisch. 

d-Cystin (0,2 in sehr verdiinnter HCl) | 7 : 
l-Tyrosin (heibe, dann abgekiihlte wiasserige eis t 


” krystallinisch. 
Losung) 


b) folgende Polypeptide: 


Glycyl-d-Alanin | 02¢ | Fallung nach mehrstiindigem Stehen 


dl-Leucyl-Alanin in 3 cem J krystallinisch. i 
Seidenpepton Wasse1 Fallung amorph. : 


') Vel. die Literatur bei Schryver, General characters of the 
proteids, S. 39, 82 (1909). 

2) Fiir die freundliche Uberlassung von Praparaten bin ich den 
Herren Dr. Dr. Blumberg und Gerngross (Berlin) zu grofem Danke 








verpflichtet. 








* 


iweihkérpern zu Aceton. 
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c) folgende, anderen Gruppen angehdorige Stoffe: 


Traubenzucker (1°/oige Lésung): Niederschlag sirupartig. 
Milchzucker (1°/oige Lésung): Niederschlag krystallinisch. 
Kreatinin (0,2 g in 5 ccm heifem Wasser, dann abgekiihlt): 
amorph. 
Die Fallbarkeit der Eiweifstoffe durch Aceton 
erklart sich wohl am besten durch die FAallbarkeit 


der Aminosauren. 


Organ. Laborator. d. Techn. Hochsch. Charlottenburg. 
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Weiterer Beitrag zur Frage nach dem Ab- und Aufbau der 
Proteine im tierischen Organismus. 


Von 


Emil Abderhalden und E. S. London. 





(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin und der 
patholog. Abteilung des K. Institutes fiir experimentelle Medizin, St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 14. Februar 1910.) 


Wahrend jetzt wohl allgemein angenommen wird, dab die 
Nahrungsproteine im Magendarmkanal einen weitgehenden Ab- 
hau erleiden, ehe sie vom Darme aufgenommen werden, sind 
die Ansichten tiber das weitere Schicksal der resorbierten Ab- 
bauprodukte sehr geteilt. Sie sollen nach der Ansicht der 
einen Autoren als solche im Blute kreisen. Es ist zwar noch 
nie gegliickt, in einwandfreier und tiberzeugender Weise im 
Blute selbst auf der Héhe der Verdauung Aminosiuren oder 
hdhere Abbauprodukte aus Proteinen nachzuweisen, ja selbst 
Jestimmungen des Reststickstoffes des Blutes wéihrend des 
Hungers und in Blutproben, die auf der Héhe der Verdauung 
entnommen worden waren, ergaben keine regelmabigen und 
eindeutigen Befunde. Aus diesen Resultaten darf nach dem 
Stand unserer Kenntnisse nicht ohne weiteres geschlossen wer- 
den, daB nun in der Tat keine tieferen Abbauprodukte der Pro- 
teine resorbiert und an das Blut weitergegeben werden, weil 
der Einwand volle Berechtigung hat, daB die in der Zeiteinheit 
aus dem Darmkanal aufgenommenen Produkte an Menge so 
gering sind, daB sie dem Nachweis entgehen und auferdem 
dem Blute stets wieder rasch entzogen werden kénnten. Eben- 
sowenig darf man jedoch auch, wie es wiederholt geschehen 
ist, deshalb, weil unsere Methoden nicht fein genug sind, um 
Spuren von derartigen Produkten nachzuweisen, schliefen, daB 
im Blute trotz aller negativen Befunde Aminoséuren und an- 
dere Abbauprodukte aus Proteinen kreisen. Die zweite An- 
nahme ist die, daB die Aminoséuren und eventuell auch andere 
hohere Abbauprodukte vom Darm aufgenommen und in seiner 
Wand wieder zu Eiweifi aufgebaut werden. Das gebildete Ei- 
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weil} sollte dann an das Blut abgegeben und den Korperzellen 
zugefiihrt werden. Es eriibrigt sich, an dieser Stelle zu wieder- 
holen, welche Griinde fiir eine solche Vorstellung sprechen. 
Streng bewiesen ist sie bis jetzt ebenso wenig, wie die oben 
genannte Theorie. 

Wir hofften, durch die folgende Versuchsanordnung einen 
Einblick in Vorgiinge zu erhalten, die sich nach der Resorption 
von Eiweibabbauprodukten in der Darmwand vollziehen. Wir 
exstirpierten Hunden ein ca. 30—40 cm langes Stiick des 
Jejunums und ein ebenso langes Stiick des Ileums. Der ver- 
bleibende Darm wurde dann verniht und nun in einem Teil der 
Versuche vollstindig abgebautes Fleisch in den Darm eingefihrt 
und im anderen Fall Darmchymus aus einer Jejunumfistel nach 
Fleischfiitterung. Von 15 zu 15 Minuten wurden kleine Portionen 
des Préaparates eingespritzt. Der einzelne Versuch dauerte je 
2! »—5 Stunden. Nun wurde der ganze Darm ausgeschnitten und 
wie die exstirpierten Stiicke aufgeschnitten und sein Inhalt entleert. 
Dann wurden die Darmstiicke in 90°/oigem Alkohol auf bewahrt. 
Die weitere Untersuchung wurde in folgender Weise vorgenommen. 
Zunichst wurden die Darmstiicke méglichst von anhaftendem Fett- 
gewebe befreit, dann zerkleinert und mit Wasser ausgekocht. 
Im wiisserigen Extrakt wurde der Stickstoff bestimmt. Auch der 
Alkohol, in dem die Darmstiicke aufbewahrt worden waren, 
wurde auf Stickstoff untersucht. Wir fanden stets nur Spuren, 
oft war der Befund ganz negativ. Auch das wasserige Extrakt 
enthielt nur wenig oder gar keinen Stickstoff. Nunmehr wurde 
die zerkleinerte Darmwand mit Alkohol und dann mit Ather 
so lange ausgekocht, bis jeweilen eine Probe des Extraktions- 
mittels beim Abdunsten keinen Riickstand mehr hinterlief. Nun 
trockneten wir den Brei bei 100° bis zur Gewichtskonstanz 
und hydrolysierten ihn dann durch Kochen mit rauchender Salz- 
siure. Die Hydrolysenfliissigkeit wurde jetzt auf ein bestimmtes 
Volumen aufgefiillt und in einem aliquoten Teil der Stickstoff- 
gehalt bestimmt. Wir verglichen auf diese Weise den Stickstoff- 
gehalt des «niichternen» Jejunums und Ileums mit den «<ge- 
fiitterten» Darmteilen ein und desselben Tieres. Es unterliegt 
keinem Zweifel, dab die von uns angewandte Methode keinen 
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Anspruch auf sehr grofe Exaktheit machen kann. Geringen 
Unterschieden in den Stickstoffwerten durfte zum vornherein 
eine Bedeutung nicht zugesprochen werden, es wire denn, dab 
in einer sehr grofen Zahl von Versuchen die Unterschiede 
immer gleichmabige gewesen wiren. Wie die unten mitgeteilten 
Resultate zeigen, sind eindeutige Unterschiede im Stickstoffgehalt 
des «ntichternen» und des «gefiitterten» Darmes nicht vor- 
handen. Eine Zunahme des Stickstoffgehaltes und da- 
mit ein Hinweis auf einen Eiweibaufbau in der Darm- 
wand wahrend der Verdauung war nicht eindeutig fest- 
stellbar. Selbst nach Verfiitterung von tief abgebautem Fleisch 
vermochten wir aus der Darmwand durch Kochen mit Wasser 
keine nennenswerten Mengen von Stickstoffzu extrahieren. Selbst- 
verstiindlich schlieBen unsere Versuche eine Synthese von Eiweif 
aus resorbierten Bausteinen der Proteine nicht aus.  Ent- 
sprechend dem Aufbau kann die Abgabe des gebildeten Eiweifes 
an das Blut parallel gehen. Aus den gleichen Griinden diirfte 
man wohl kaum einen EinfluB der Sekretion einer Driise auf 
den Gehalt der sie zusammensetzenden Zellen an einzelnen Be- 
standteilen mit unseren chemischen Methoden nachweisen kénnen. 
Unsere Versuche zeigen jedenfalls, daB die Darmwand kein 
Depot fiir Eiweif darstellt und die aufgenommenen Produkte 
unverandert oder veraindert rasch weitergibt. Wir gedenken 
mit der gleichen Versuchsanordnung die Fettsynthese in der 
Darmwand und die Pavysche Theorie der Kohlenhydrat- 
assimilation in der Darmwand zu priifen. Aus der grofen 
Reihe von gleichmabig verlaufenen Versuchen seien folgende 
Resultate angefiihrt. 

Serie 3, Versuch 1: Die Kontrolldarmschlingen wurden 
nach erfolgter Abtrennung vor der Einspritzung des tief ab- 
gebauten Fleisches aus der Bauchhoéhle entfernt. Dauer des 
Versuches 3 Stunden. Von dem eingefiihrten Fleisch (1,26 g N) 
waren 83°/o resorbiert worden. 


Stickstoffgehalt des Kontroll-Jejunums : 11,50°/o 
. »  Jleums: 11,25°/o 
> » «gefiitterten» Jejunums: 11,92°/o 
» , » lleums: 11,45°/o. 


Houppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 18 
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Von dem <geftitterten» Jejunum wurden zwei Proben fiir 
sich analysiert. Der angegebene Wert ist der Mittelwert. Das 
dem Duodenum benachbarte Stiick ergab 11,85°/o N und das 
dem Ileum benachbarte 11,99°/o N. 

Versuch 2: Dieser Versuch ist dem ersten ganz analog. 
Dauer des Versuches 3 Stunden. Resorbiert wurden 77°/o. 


Stickstoffgehalt des Kontroll-Jejunums: 11,93°/o 
Ileums: 11,23°/o 
> » «gefiitterten» Jejunums: 11,52°/o 


Ileums:  =11,60°/o. 


Versuch 3: Auch hier wurde abgebautes Fleisch ge- 
geben. Dauer des Versuches 3 Stunden. Resorbiert 90°/o. 


Stickstoffgehalt des Kontroll-Jejunums: 13,0°/o 
, > > Ileums: 12,61°/o 
, «gefiitterten» Jejunums: 12,75°/o 
» » > Ileums: = 12,50°/o. 


Versuch 4: Bei diesem und den folgenden zwei Ver- 
suchen blieben die Kontrolldarmschlingen nach erfolgter Ab- 
trennung in der Bauchhoéhle im Zusammenhang mit dem Mesen- 
terium. Dauer des Versuches 3 Stunden. Resorbiert 81°/o. 


Stickstoffgehalt des Kontroll-Jejunums: 11,02°/o 
» >» lleums: 12,52 °/ 

» » «gefiitterten» Jejunums: 11,12°/o 

» > Ileums: 12,10°/o. 


Versuch 5: Dauer des Versuches 5 Stunden. Resor- 
biert 69°/o. 


Stickstoffgehalt des Kontroll-Jejunums: 11,42 °/o 
> » > Ileums: 11,96°/o 
» » «gefiitterten» Jejunums: 11,84°/o 
» . >» Ileums: 11,35°/o. 


Versuch 6: Dauer des Versuches 2!/2 Stunden. Resor- 
biert 93 °/o. 


Stickstoffgehalt des Kontroll-Jejunums: 11,00% jo 
» » » Ileums: 12,34°/o 
» » «gefiitterten» Jejunums: 11,12°/o 


» » > Ileums: 12,45°/o. 
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Bei der folgenden Serie wurden die Kontrolldarmstiicke 
(<niichterne» Darmteile) stets sofort nach erfolgter Abtrennung 
aus der Bauchhohle entfernt. 


1. Fiitterung mit Chymus aus einer Jejunumfistel 
nach Fleischfiitterung. 


Versuch a: Kontroll-Jejunum: 12,53°%/o N 
lleum: 11,98°%/o N 

«gefiittertes» Jejunum -+- Ileum: 12,43°/o N. 

Versuch b: Kontroll-Jejunum: 12,80°o N 
»  Tleum: 12,32°/o N 

«gefiittertes» Jejunum -+- Ileum: 12,58°/o N. 

Versuch ec: Kontroll-Jejunum: 11,98°%/o N 
» Ileum: 12,05°/o N 
«gefiittertes» Jejunum -{- Ileum: 12,520/, N. 

Versuch d: Kontroll-Jejunum: 11,82°/o N 
lleum: 11,52°/o N 


»gefiittertes» Jejunum -+-Ileum: 12,00°/o N. 
Bemerkt sei noch, dafi die exstirpierten Darmstiicke durch- 
schnittlich rund 1,0—1,5 g Stickstoff enthielten. Der iibrige 
Diinndarm besafi im Durchschnitt 2—3 g Stickstoff. 
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Die Stickstoffverteilung in der Frauenmilch. 
Von 
A. Frehn. 





(Aus der akademischen Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf. 
Direktor Prof. Dr. Schlossmann.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Februar 1910.) 


Kingehendere Untersuchungen tiber die Stickstoffverteilung 
in der Frauenmilch konnten erst vorgenommen werden, nach- 
dem fiir die Ausfallung des Caseins eine Methode gefunden worden 
war, die bei leichter Anwendbarkeit eine quantitative Ausfallung 
des Caseins ohne gleichzeitige Abscheidung anderer EiweiBk6rper 
gewihrleistete. Diesen Anforderungen zu gentigen, war man lange 


Zeit hindurch vergebens bemiiht. 

Die Versuche, das Casein der Frauenmilch, dessen schwere Gerinn- 
harkeit schon den Alteren Autoren bekannt war, mittels der fiir die Kuh- 
milch angewandten Methoden quantitativ auszufillen, waren erfolglos. 

Anhaltspunkte fiir die Abscheidung des Caseins aus der Milch 
waren gegeben, nachdem neben dem Casein noch zwei phosphorfreie 
Eiweifkérper von kleinerem Molekiil in der Milch mit Sicherheit nach- 
gewlesen waren. 

Auf dem Gréfenunterschiede zwischen Caseinmolekiil und dem 
- Molekiil der anderen Eiweifkérper fufend versuchte Lehmann‘) eine 
Reindarstellung des Caseins der Kuh- und Frauenmilch auf mechanischem 
Wege. Er filtrierte die Milch durch porése Tonseparatoren und behielt 
auf dem Filter das Caseinfettgerinnsel, wahrend die léslichen Kiweifstoffe 
mit dem Serum das Filter passierten. Das Casein wurde dann nach Ent- 
fernung des Fettes gewichtsanalytisch bestimmt. Die auf diese Weise ge- 
fundenen Caseinwerte betrugen fiir Frauenmilch 1,2 °/o (fiir Kuhmilch 3,0°/o), 

Die Methode wurde von Schlossmann®*) etwas modifiziert, indem 
er statt der Tonseparatoren ballonférmige Filter aus Pukallmasse an- 
wandte, durch welche die Milch unter hohem Drucke hindurchgepreft 
wurde. Die Analyse des Filterriickstandes ergab einen Casein-N von 0,098 g 


‘) Lehmann, Pfliigers Arch., Bd. LVI, S. 558. 
*) Schlossmann, Diese Zeitschrift, Bd. XXII, S. 197. 
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bei einem Gesamt-N von 0,24 g in 100 ccm Milch: mit anderen Worten, 
es betrug der Casein-N 41°/o des G.N.') 

Trotz der abfalligen Kritik, die Camerer und Séldner) an der 
Moglichkeit einer mechanischen Trennung der Eiweifikérper der Milch 
iiben, scheinen mir die nach der Schlossmannschen Methode gewon- 
nenen Resultate gut zu sein, da sie, wie sich spater zeigen wird, ziemlich 
gut mit den von mir gefundenen Durchschnittswerten tibereinstimmen, 
wihrend allerdings die Lehmannschen Zahlen sich nicht unbetricht- 
lich nach oben hin von den meinigen entfernen, was auf die Methodik — 
(Gewichtsanalyse — zuriickzufitihren sein wird. 

Etwas niher eingehen méchte ich auf die ebenfalls von Schloss- 
mann (1. c.) fiir verschiedene Tiermilchen und die Frauenmilch angegebene 
Kalialaunfallung, da dies Verfahren relativ einfach erscheint und in der 
Literatur tiber hiermit gewonnene Resultate an zwei Stellen berichtet 
wird. Camerer und Séldner (Ll. ¢.) heben hervor, dafi nur wenige 
der von ihnen verwandten Frauenmilchen bei vorsichtigem Zusatz von 
Kalialaun itiberhaupt einen Niederschlag gaben. Derselbe sei vielmehr 
meist erst nach NaCl-Zusatz eingetreten, aber auch selbst da oft ausge- 
blieben. Filtrierbar seien die Proben nach Zusatz von Calciumphosphat 
meist gewesen. Die Caseinstickstoffwerte, welche Camerer und Séldner 
bei einer Reihe von Untersuchungen nach dieser Methode gefunden haben, 
schwanken zwischen 39,6 und 69,39 °%/o des G. N. 

Zaitscheck, §) der sich zum Studium der Pepsinsalzsiéureléslichkeit 
des Caseins der Frauenmilch Casein nach der Schlossmannschen 
Methode herstellte, gibt 34,6, 38,7 und 40°/o des G.N als Casein-N an. 
Nihere Angaben iiber die Fiallungseigentiimlichkeiten sind an dieser Stelle 
nicht zu finden. 

Ich selbst habe, um Vergleichswerte mit anderen Methoden zu er- 
halten, die Alaunfaillung ebenfalls versucht, das eine Mal mit, das andere 
Mal ohne NaCl-Zusatz. Bei der ersten Probe war eine Fallung trotz 
Zusatz mehrerer Kubikzentimeter gesiattigter Alaunlésung kaum zu kon- 
statieren, bei der zweiten mit NaC] versetzten Probe war nach Zusatz 
mehrerer Kubikzentimeter Alaun und mehrstiindigem Stehenlassen im 
Wasserbade von 40° eine Ausfillung zwar vorhanden, ein klares Filtrat 
jedoch trotz Zusatzes von Calciumphosphat und mehrmaligen Filtrierens 
nicht zu erhalten. 

Das Manko dieser Fallungsmethode scheint mir, soweit man iiber- 
haupt aus zwei Versuchen einen Schlufs ziehen darf, darin zu liegen, dafs 
der Eintritt der Gerinnung wegen der auferordentlich feinflockigen Aus- 


') In der ganzen Arbeit ist zu lesen: G.N == Gesamtstickstoff; 
F. N = Filtratstickstoff; C. N — Caseinstickstoff; R. N — Reststickstoff. 

*) Camerer und Séldner, Z. f. Biol., Bd. XVIII, S. 277. 

*) Zaitscheck, Pfliigers Arch., Bd. CIV, S. 550. 
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fiillung nur schwer erkannt werden und daher eine Dosierung des Fallungs- 
mittels nur unsicher erfolgen kann, Es besteht infolgedessen die Még- 
lichkeit, daf\ neben dem Casein noch andere Eiweifkérper mit ausgefillt 
werden. So werden vielleicht auch die von Camerer und Séldner 
gefundenen hohen Caseinwerte (bis 69°/o des G. N) verstiandlich. 

Die Ursachen fiir die Schwierigkeit, Frauenmilchcasein quantitativ 
auszufillen, hat man in verschiedenen Richtungen gesucht. Man dachte 
an die starke Verdiinnung, in welcher sich das Casein der Frauenmilch 
im Vergleich zu dem der Kuhmilch befindet, man beschuldigte seinen 
hohen Albumingehalt, durch den die fiir die Gerinnung erforderliche An- 
niherung der Molekiile im Raume verhindert werde, man hob die biolo- 
gischen KEigentiimlichkeiten des Frauencaseins hervor, durch die eine 
Differenzierung der Frauenmilch von der Kuhmilch erméglicht wird, man 
dachte auch an die auf elementar-analytischem Wege gefundenen che- 
mischen Unterschiede zwischen beiden Caseinen und hat neuerdings in 
dem Opalisin (Wroblewski ')) denjenigen Eiweifistoff zu erkennen ge- 
glaubt, welcher die Ausfallung des Caseins erschwere. Einen Einblick in 
das eigentiimliche Verhalten des Frauencaseins den verschiedenen Fiallungs- 
methoden gegeniiber vermégen diese Erklirungsversuche jedoch nicht zu 
geben. 

Das Verdienst, die erste brauchbare Methode der Caseinfallung in 
der Frauenmilch geschaffen zu haben, gebiihrt ohne Frage Kobrack. *) 

Aus dem differenten, bereits langere Zeit bekannten Verhalten der 
Kuh- und Frauenmilch bei Siiurezusatz, naimlich, daf§ das Kuhcasein aus 
den Lésungen seiner Salze in dem Augenblick quantitativ ausfallt, wo die 
Lésung rotes Lackmuspapier nicht mehr bliut, waihrend das Frauencasein 
bei gleicher Behandlung seiner Lésung absolut unverandert bleibt, zog 
Kobrack den Schluf, daf§ in der Frauenmilch irgend welche Stoffe vor- 
handen sein miiften, welche die Gerinnung des Caseins hinderten. Um 
diese zu entfernen, dialysierte er die angesaéuerte Milch und zwar gegen 
Chloroformwasser, weil er der Ansicht war, daf\ auch die nach dem Zentri- 
fugieren in der Milch noch vorhandenen Fettpartikelchen der Gerinnung 
hinderlich sein kiénnten. Die Fallung der Frauenmilch durch Essigsaéure 
gelang auf diese Weise in der Tat. Neuerdings wurden nun erhebliche 
methodische Fortschritte gemacht. 

Fuld und Wohlgemuth®*) liefKen die Frauenmilch, um ihr Casein 
von dem ihm eigenen fiir die Fallung ungiinstigen Zustande zu _ befreien, 
3 < 24 Stunden in gefrorenem Zustande. Die aufgetauchte Milch hatte 
alsdann die Fahigkeit bekommen, auf Zusatz geringer Séiuremengen 
(1 Tropfen einer 5°/oigen Essigséure) prompt und leicht zu gerinnen. 


') Wroblewski, Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 308, 
*) Kobrack, Pfiigers Arch., Bd. LXXX, S. 69. 
°) Fuld und Wohlgemut, Bioch. Zeitschr., Bd. V, S. 118. 
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Die Wirkung des Einfrierens auf das Caseinmolekil wird von den Autoren 
so erklart, daf$§ durch dasselbe eine Beeinflussung des kolloidalen Zu- 
standes des Caseins im Sinne einer Kornvergréferung stattfinde. 

Eine andere Methode, das Casein der Frauenmilch leicht auszu- 
fallen, stammt von B. Bienenfeld;') auf diese werde ich weiter unten 
ausfiihrlicher zurtiickkommen. 

Die neueste, auferordentlich leicht und sicher auszufth- 
rende und allen Anforderungen einer quantitativen Reindar- 
stellung des Caseins gentigende Methode stammt von Engel.?)*)*) 
Sie bildet die Basis meiner Untersuchungen und wurde, um es 
noch einmal kurz mitzuteilen (die Methode ist in der Bioch. 
Zeitschr. 08, Bd. XIII genauer beschrieben), so ausgefiihrt, dab 
zu 40 cem frischer Milch, die gewOhnlich zur Bestimmung ver- 
wendet wurden, etwa 15—30 ccm einer "/10-Essigsiure ge- 
setzt wurde. Die Milch erhielt also ungefahr eine Aciditat von 
t—8 com "/10-Essigsaure auf 10 cem. Das Gemisch wurde, 
da eine 4—5malige Verdiinnung sich fiir die Ausfallung als 
sehr zweckmabig erwies, auf 200 aufgefiillt und mehrere Stunden 
(3 Stunden sind ausreichend) in den Eisschrank gesetzt, doch 
ohne es einfrieren zu lassen, und alsdann der Einwirkung eines 
Wasserbades von 40° ausgesetzt. Die Essigséiure wurde darum 
bevorzugt, weil bei ihr das Optimum der fiir die Fallung noétigen 
Aciditéit bei weitem nicht so eng umgrenzt ist, wie bei anderen 
Sauren, es pflegt vielmehr bei einer Aciditaét von 4—12 ccm 
" 10-Essigsaure auf 10 ccm Milch wie Engel sich ausdriickt, 
«ein breites Plateau optimaler Ausflockung erreicht zu werden». 
Das hat den grofen Vorteil, daf man die Methode in ihrer 
vorhin angegebenen Form ohne Bedenken auf die verschiedenen 
Milchsorten anwenden kann, ohne jedesmal die optimale Aci- 
ditat von neuem zu ermitteln. Sobald nun die Milch im Wasser- 
bade sich zu erwdrmen beginnt, tritt auch in den meisten 
Fallen bereits die Ausflockung ein. Eine ganz offensichtliche 
Unterstiitzung — darauf hat ebenfalls Engel (1. ¢.) schon hin- 


') Bienenfeld, Biochem. Zeitschr., Bd. VII, S. 262. 

*) Engel, ibid., Bd. XIII, S. 89. 

5) Engel, ibid., Bd. XIV, S. 234. 

*) Engel, Die «<Frauenmilch> in Sommerfelds «Handbuch der 
Milchkunde», Wiesbaden 1909 bei J. F. Bergmann. 
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gewiesen — erfihrt die Gerinnung entgegen den Beobachtungen 
anderer Autoren, deren Methodik allerdings eine andere war, 
durch die Anwesenheit des Fettes in der Milch. Daher wurde 
zu den Analysen stets unzentrifugierte Milch genommen. 

Die Rolle, welche die Fetttr6pfchen bei der Ausfillung 
des Caseins spielen, kann vielleicht mit dem _ begiinstigenden 
Einflu6B, den feste Kérper fiir das Auskrystallisieren von Salzen 
aus ihren Losungen einnehmen, in Parallele gesetzt werden, 
oder aber sie sind nur indirekt und zwar rein mechanisch bei 
dem Gerinnungsvorgange beteiligt, indem sie die Bildung von 
groBberen Komplexen begiinstigen. Die Fallung des Caseins ist 
als beendet anzusehen, sobald eine einigermafen deutliche 
Scheidung von dem auf der Fliissigkeit schwimmenden Casein- 
fettgerinnsel und der Molke eingetreten ist. Die Filtration be- 
reitet keine gréferen Schwierigkeiten und ist schnell vollendet. 
Die ganze Handhabung der Methode ist daher die denkbar 
einfachste. 

Wichtiger als dies ist die Frage: 

Wo sind die Garantien, die diese Methode fiir eine quan- 
titative Fiallung des Frauenmilchcaseins liefert? Sie ergeben 
sich ungezwungen aus folgendem: 

Bei allen Versuchen wurde mit Genauigkeit darauf ge- 
achtet, ein wasserklares Filtrat zu erhalten. Das lieB sich bei 
den meisten Milchen schon nach 2—-3maligem Zuriickgiefen der 
ersten Kubikzentimeter des Filtrates unschwer erreichen. Einige 
Milchen waren sogar schon nach 1maliger Filtration absolut 
klar. Andere der untersuchten Milchen jedoch bildeten eine 
Ausnahme von dieser Regel insofern, als die Filtration infolge 
grober Feinflockigkeit der Gerinnsel 6fter wiederholt werden 
mubte, und vereinzelte wiesen sogar nach fortgesetzter Filtration 
nicht jene tadellose Klarheit auf, wie sie gewOhnlich zu finden 
war, sondern zeigten einen Schimmer von Opalescenz. Die 
niichstliegende Erkliirung dafiir ist, daB in dem Filtrate noch 
Spuren unveriinderten Caseins vorhanden sind. Mit dem Fett- 
gehalte der Milch hat die Erscheinung offenbar nichts zu tun, 
da sie bei fettarmen und fettreichen Milchen zu beobachten 
ist. Doch scheint die Menge der zugesetzten Essigsaure dabei 

















Die Stickstoffverteilung in der Frauenmilch. 261 


eine Rolle zu spielen, wie aus einem bei derselben Milch an- 
gestellten Parallelversuche hervorgeht, bei dem nach Zusatz 
der gewOhnlichen Siuremenge ein absolut klares, nach Zusatz 
der doppelten Menge ein leicht opalescierendes Filtrat erhalten 
wurde. Man wird sich eben zweckmiibig nicht gerade an die 
Grenzen der fiir die Fallung méglichen Aciditét begeben. Zu- 
dem kann es sich bei leicht getriibter Molke nur um Spuren 
nicht gefillten Caseins handeln, denn die N-Werte waren bei 
beiden Parallelbestimmungen genau die gleichen. Die Mengen 
Casein, wie sie dem Auge noch eben als leichte Opalescenz 
wahrnehmbar sind, sind eben so winzig, daB sie auf chemischem 
Wege, durch Bestimmung des N-Gehalts, nur bei Anwendung 
erOferer Fliissigkeitsvolumina noch nachweisbar sind. Das er- 
gibt sich auch leicht aus folgendem Experiment: Verdiinnt man 
scharf zentrifugierte Frauenmilch, deren eigentiimliche blau- 
weibe Farbe in der Hauptsache auf das Casein zuriickzufthren 
ist, mit Wasser, so kann man bei einer Dicke der Fliissig- 
keitsschicht von etwa 8 cm eine Milchverdiinnung von unge- 
fiihr '/5000 deutlich vom klaren Wasser unterscheiden. Den 
Caseingehalt der Frauenmilch zu 0,5°%/o angenommen (s. h.) 
wiirden 500 ecem der Verdiinnung 0,0005 g Casein enthalten. 
Mit anderen Worten besagt dies, daf eine leicht opalescierende 
Molke in der Menge von 500 cem, das wiirde 100 ccm Milch 
entsprechen, nur ungefiihr 0,0005 Casein enthalt, eine Menge, 
die man ohne Bedenken unberiicksichtigt lassen kann. 

Einen weiteren Beweis fiir die Zuverlissigkeit der ange- 
wandten Methode bildet die Ubereinstimmung ihrer Resultate 
mit denen einer anderen, ebenfalls auf Séiurefallung gegriindeten 
Methode, ich meine die Milchsiiurefillung nach B. Bienenfeld 
(l. ¢.). B. Bienenfeld ging bei ihren Versuchen so _ vor, 
dah sie die Aciditét der frischen, zentrifugierten Frauenmilch 
durch Zusatz bestimmter Mengen "/10-Milchséure auf 2,8—3,0 
Gesamtaciditaét steigerte, auf das 4—5fache mit Wasser ver- 
diinnte und das Gemisch solange in ein Wasserbad von 40° 
stellte, bis eine deutliche Ausflockung vorhanden war. Die 
Filtration soll stets ein klares Filtrat ergeben haben. Die so 
gefundenen Caseinwerte schwanken zwischen 16—20°/o des 
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G.N. In 2 Fallen, in denen etwas dltere Frauenmilch!) mit 
einer Aciditét von 13 zur Verwendung kam, war der gefundene 
Caseinstickstoffgehalt ein héherer und betrug 52,6°/o des G. N. 
Es wurde nun von mir bei verschiedenen frischen Misch- 
milchen der Caseingehalt nebeneinander nach Engel und 
Bienenfeld bestimmt. Die so erhaltenen Resultate enthilt 
nachstehende Tabelle I. Man sieht aus der Tabelle nicht allein, 
dafi in keinem Falle trotz geringer Aciditiét der untersuchten 
Milchen jene niedrigen Caseinwerte gefunden wurden, wie sie 
Bienenfeld selbst nach ihrer Methode analysiert haben will, 
sondern auch, daB eine auffallende Ubereinstimmung zwischen 
den nach beiden Methoden gefundenen Caseinwerten besteht. 
Daraus folgt, daf es sich wohl beide Male um die Abscheidung 
eines in seiner Menge feststehenden Korpers gehandelt hat. 
Anders wire die grofBe Ubereinstimmung der Resultate nicht 
gut zu erkliiren. Gleichzeitig laft die Tabelle erkennen, daf die 
niedrigen von B. Bienenfeld selbst gefundenen Casein- 
werte kaum richtig sein konnen. 


Tabelle I. 


























F.N in g C.Nin °%/odesG.N] Aciditit 


ON nach — S| _nach 4 der Milch 
'Bienen- Bienen-| ®/1o-NaOH 


°y |Engel feld Engel feld pr. 10 ccm 


| | 





Mischmilch 0,193 | 0,100 0.098 48.2 49,2 0.5 
(zentrifugiert) , | | 
Mischmilch | 9,136] 0,077 | 0,078 | 43,4 | 42,6 0,35 
(zentrifugiert) —— 
Mischmilch | 9118] 0,078 | 0,078 | 33,3 | 33,3 0,8 














(nicht zentrifug.) | 

Endlich spricht auch folgender Versuch zugunsten einer 
quantitativen Fallung des Caseins durch die Essigséuremethode. 
Aus 300 cem Frauenmilch wurde das Casein gefallt: zu dem 
klaren Filtrate wurde Alménsche Loésung solange hinzugesetzt, 
bis keine Fallung mehr erfolgte;: der Niederschlag, welcher 
simtliche EiweiBkérper des Filtrates enthielt, wurde auf Phos- 


') Allerdings auch bei gleichzeitiger Verwendung von Lab. 
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phor untersucht. Die Probe fiel zwar positiv aus, die Menge 
des Phosphors war jedoch so gering, daf sie quantitativ nicht 
mehr nachgewiesen werden konnte. Das aber hatte der Fall 
sein miissen, wenn das Filtrat gréBere Mengen Casein ent- 
halten hatte. 

Dafi durch die verwendete Kssigsiiure gleichzeitig mit dem 
Casein noch andere Eiweifik6rper ausgefiillt werden, kann wohl 
als ziemlich ausgeschlossen betrachtet werden. Zwar werden 
sich Acidalbumine bilden, doch sind diese in verdiinnten Séuren 
lOsliich und werden unbehindert das Filter passieren. 

Eine Hauptaufgabe meiner Arbeit war, auf Grund der 
Engelschen Fiéllungsmethode den Caseingehalt der Frauen- 
milch, iiber den, wie bereits hervorgehoben, in der Literatur 
entweder unrichtige, oder doch ganz unzuliingliche Mitteilungen 
vorhanden sind, an Hand eines gréferen Materiales festzu- 
stellen. Zur Untersuchung diente die Milch der Ammen der 
Diisseldorfer Kinderklinik und zwar wurden, um von _ jeder 
Amme eine méglichst gute Tagesmischmilch zu erhalten, aus 
beiden Briisten vor und nach jedem Stillgeschaft gleiche Mengen 
Milch entnommen. Die Menge des gefallten Caseins wurde in 
Milligramm N ausgedriickt. Dieser wurde nach Kjeldahl be- 
stimmt, doch nicht direkt, sondern indirekt durch Abzug des 
analysierten F.N vom G. N unter Vernachlassigung der nach Aus- 
scheidung des Caseinfettgerinnsels eintretenden Volumverminde- 
rung der Fliissigkeit, welche sich in jedem einzelnen Falle wohl 
schwerlich ermitteln liebe. Infolge dieser Art der Berechnung 
werden die analysierten C. N-Werte nicht absolut genau sein, 
doch sind die Fehler so auferordentlich gering, dafi man sie 
ruhig vernachlassigen kann. 

Das Ergebnis der angestellten Untersuchungen ist in Ta- 
belle 2 niedergelegt. Der C. N der 27 untersuchten Frauen- 
milchen bewegt sich zwischen 30,0 und 53,6°%o des 
G. N und betrigt im Mittel 42,93°/o. Rechnet man die 
N-Werte auf Eiweif (Casein) um, indem man sie mit 
6,23 multipliziert, so ergibt sich, daf auf 100g der 
untersuchten Milchen 0,4-—0,7 g, im Mittel meist 
0,5—0,6 g Casein kommen. 
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Tabelle II. 


————————————————————————————————————— 


G.N— F.N 
, Tage} Milch-}| J = C.N 
Name G.NIF.N Bes. Bemerkungen 
p. p. |menge in °/o 


mS GN 


| 
(Gir. 11 665 | 0,243 [0,148] 0,095 | 39,1 


Ka. | 28 | 1305 [0,256 | 0,140 0,116, 45,24 
30 | 1425 70,251 10,136) 0115 | 45,7 


Kei.] 37 | 1115 [0,226] 0,158] 0,068 30.0 [Filtrat leicht opalescierend. 





Ha. | 38 | 1780 10,188 | 0,108 0,080 42.0 samme shy Filtra 
| 39 | 1700 [0,216] 0,100] 0,116 | 53,6 do. 

Ker.| 40 | 1170 [0,280] 0,163] 0,117 | 40,1 ] 
Be. | 60 | 1420 10,203] 0,112] 0,091 4 
61 | 1220 |0,206] 0,107] 0,099 47, 


8 
Ha. | 64 | 1660 | 0,192] 0,118] 0,074 38,4 [Sehrfeinflockige Ausfallung, 


Filtrat leicht opalescierend. 
67 | 1660 [0,201 | 0.105] 0,096 47,8 do. 
Ker.| 67 | 1375 10,202 [0,123] 0,079 39,0 
Oh. | 87 | 2310 |.0,167] 0,088] 0,079 53,0 
, 93 | 2165 10,179 |0,085] 0,094, 52,6 
104 | 1990 | 0,133 | 0,093] 0,040 30,1 
» | 117 | 2010 [0,149] 0,099} 0,050 | 33,3 
130 | 1775 | 0,136 10,077] 0,059 43.0 
Scheidung von Molke und 
Er. 161 | 1755 [0,181] 0,102] 0,079 43,7 [Caseinfett sehr leicht, Filtra! 
| krystallklar. 
175 | 1715 |0,187 | 0,089] 0,098 | 52,6 do. 
Ba. | 176 | 3130 [0,151] 0,089] 0,062 44,3 
Er. | 178 | 1775 |0,171] 0,093] 0,078 | 45,4 
180 | 1630 |0,171 10,096 0,075 | 43,7 
Ba. | 203 | 2870 10,152] 0,092] 0,060 | ; 


1» 
—-~ 
— 

~ 
or 


Sn. | 205 | 1945 [0,153 ]0,095] 0,058 | 38,4 Armee» Rye neer tens , 
» | 207 | 2200 0,180] 0,095] 0,085 | 46,9 do. 
» | 222 | 2375 10,148] 0,099] 0,049 33,3 , 


Er. | 223 | 1255 | 0,143 | 0,072] 0,071 49,8 




















Mittelwerte . . .[0,184]0.105] 0.079 | 42.9 
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Halt man die von anderen Untersuchern gefundenen Casein- 
mittelwerte bezw. N-Werte daneben, so findet man zum Teil recht 
erhebliche Abweichungen. So fand Schlossmann (Kalialaun- 
fallung) 61°/o N, Lehmann (Tonfiltration) 1,2 g, Schlossmann 
(Pukallfilter) 41°/o N, Kobrack (durch Dialysieren) 0,2—0,9 g, 
Camerer und Soldner (Kali-Alaun) 53,059/o N und Zaitscheck 
(Kali-Alaun) 34,0 = 40°/oN. Den meinigen ahnliche Werte finden 
sich also nur bei Schlossmann — 41°/o des G. N — und 
Zaitscheck (Kalialaun) 34—40°/o des G. N. 

Diese Unstimmigkeiten finden ihre Erkliirung in den auf- 
gedeckten natiirlichen Schwankungen. Sie sind es auch, welche 
dazu nétigen, einen Standartwert nur aus einer gréBeren Unter- 
suchungsreihe abzuleiten. 

Ahnliche Schwankungen im Caseingehalte, wie 
bei der Milch verschiedener Individuen, finden sich 
aber auch bei der Milch ein und desselben Individuums. 
So betrug der C. N-Gehalt der Milch von Amme Oh. (5 Unter- 
suchungen) 30—53, der Amme Er. (4 Untersuchungen) 43—-52°/o 
des G. N. Rubner und Heubner,!) die fiir Stoffwechsel- 
untersuchungen beim Siiuglinge die Milch der Mutter auf ihren 
Caseingehalt nach der CO,-Methode untersuchen lieben, geben 
C. N-Werte von 29 —- 45°/o des G. Nan. Derartige Schwan- 
kungen scheinen also die Regel zu sein. 

Angesichts dieser Eigentiimlichkeit ist es eine interessante 
Aufgabe, die Umstinde ausfindig zu machen, mit denen die 
Schwankungen des Caseingehaltes der Milch bei verschiedenen 
und denselben Individuen in Verbindung gebracht werden 
konnten. 

Man kénnte zunichst daran denken, dali} die Dauer der 
Lactation, die mit der Menge des G. N in bestimmten Bezie- 
hungen steht, auch hier einen Einfluf§ ausiibe. Um dies zu 
untersuchen, sind die N-Werte der untersuchten Milchen in 
Tabelle I] nach den Lactationstagen geordnet. Man findet in 
der Tabelle zwar die schon lingst bekannte Tatsache, daf der 
G. N-Gehalt der Frauenmilch vom Beginne bis zum Ende der 
Lactation eine sinkende Tendenz zeigt, aufs beste bestitigt, 


1) Rubner u. Heubner, Zeitschr. f. exp. Path. u. Therap., Bd.1,S. 1. 
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doch ein Zusammenhang der Lactationsdauer mit dem 
Caseingehalt der Milch labt sich nirgends konstruteren.: 
niedere und hohe Werte finden sich ebenso gut in friiheren wie 
in spiiten Lactationstagen und zwar sowohl bei verschiedenen, 
wie bei demselben Individuum: nirgend irgend welche Gesetz- 
mabigkeit. 

Ahnlich liegen die Verhiltnisse, wenn man Milchmengen 
und Caseingehalt in Wechselbeziehung zueinander zu bringen 
sucht. Es geht aus der Tabelle II hervor, dab es ganz gleich- 
giiltig ist, ob viel oder wenig Milch sezerniert wird, die Bildung 
des Caseins geht ihre eigenen Wege, die offenbar durch ganz 
andere Faktoren beeinflubt werden. 

Auch der Fettgehalt der Milch erwies sich mir ohne jede 
Bedeutung fiir den Caseingehalt. 

Es ist schwer zu sagen, welche Einfliisse es sind, die das 
Schwanken des Caseingehaltes der Milch bedingen, ob die 
wechselnde Zusammensetzung der Nahrung, ob psychische oder 
nervése Momente in Frage kommen. Nur soviel labt sich ver- 
muten, daB man es bei der Sekretion des Caseins mit einer 
Zellfunktion von besonderer Eigenart zu tun hat. Das glaube ich 
aus folgenden in Tabelle III niedergelegten Versuchen schlieBen 
zu koénnen. Zweck der Versuche war, den Caseingehalt der 


Tabelle IIL. 
































Cc. N R.N 
Zeit der in in 
Name G. N F.N Aalst titan Rsncateaee 
Untersuchung 7 °%/o des ; °fo des 
- i fe a G. N 
1. p. |19. 1. 5 Unr VJ 0,199 | 0,091 | 0,109 54,5 | 0,032) 16,0 
is 5 » NJ 0,189 | 0,092 | 0,097) 51,2 | 0,081, 16,5 
3. » [21 5 » NJ 0,175 | 0,087 | 0,088) 50,3 | 0,033) 19,0 
4 » [221 5 » VJ 0,195 | 0,095 | 0,099) 50,9 | 0,032) 16,6 
—— 5 » NJ 0,181 | 0,095 | 0,086 47,3 | 0,038 21,2 
6. B. [281 5 » VJ 0,140] 0,075 | 0,065 46,6 0,025 | 17,6 
a 5 » NJ 0,148 | 0,087 | 0,061 41,4 | 0,034, 23,2 
8. » [24.5 » VJ 0,146] 0,080 | 0,066) 45,1 | 0,031! 21,3 
k « 5 » NI 0145] 0,094 | 0,051 35,0 | 0,032! 22,4 
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Milch einzelner Ammen am gleichen Tage je morgens und 
abends zu bestimmen. Dazu wurden das eine Mal vormittags 
5 Uhr, das andere Mal nachmittags um 5 Uhr gleiche Mengen 
entnommen. Neben dem Casein wurde auch der R. N durch 
Ausfallen samtlicher Eiweifikérper aus dem caseinfreien Filtrate 
mit Phosphorwolframsiéure bestimmt. Das Ergebnis der Unter- 
suchung war, dafi bei den beiden Ammen die Abendmilch so- 
wohl absolut wie prozentual caseinirmer als die Morgenmilch 
gefunden wurde und zwar bei den ersten Versuchen um 3—5°/o, 
bei den letzten um 10°/o. 

Man wird annehmen kénnen, das es sich hier gewisser- 
maben um eine Ermiidungserscheinung der Brustdriise handelt, 
zumal auch der R. N, der nach den Untersuchungen von Riet- 
schel!) zu ungefahr 80°/o aus Harnstoff besteht, wie aus der 
Tabelle IT hervorgeht, in der Abendmilch — prozentual in allen 
4, Killen, absolut mit Ausnahme eines Falles — vermehrt ist. 
Die Zahl der angelegten Kinder und die Hiiufigkeit der Ent- 
leerung spielen dabei wohl eine Rolle. In diesem Falle liegen 
zwischen Morgen- und Abendmahizeit noch 2 Stillzeiten da- 
zwischen. Um das Resultat des Versuches noch deutlicher zu 
gestalten, mtibte man die Anfangsmilch der ersten Morgenmilch 
und die Endmilch der letzten Abendmilch in obigem Sinne unter- 
suchen: dann wiirden die gefundenen Ausschliage in dem Casein- 
gehalt beider Milchen jedenfalls noch viel deutlicher hervor- 
treten. 

Eigentiimlich ist nun, wie verschiedenartig und fast gesetz- 
miabig bei beiden Ammen G. N, F. N und R.N sich zu der kon- 
stanten Abnahme des Caseingehaltes der Abendmilch verhalten. 

Versuch 1 und 2 bei Amme D zeigt eine Abnahme des 
Casein-N um 12 und eine Verminderung des G. N um 10 mg. 
Die Gruppe der léslichen EiweiBk6rper hat, da der F. N um 1 mg 
vermehrt, der R. N um 1 mg vermindert ist, eine Zunahme von 
2 mg erfahren. 

Im Versuch 4 und 5 betragt die C. N-Differenz 13, die des 
G. N 14 mg, wihrend der F. N bei einer Zunahme des R. N um 
6 mg auf Kosten der léslichen Eiweifkérper nahezu derselbe 


1) Rietschel. Jahrb. f. Kinderheilk., Bd. 64. S. 125. 
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geblieben ist. Beide Versuche haben das Gemeinsame, daf 
die Differenz des C. N sich fast mit der Abnahme des G. N deckt. 
Das wiirde heiBen: die verminderte Arbeitsleistung der Brust- 
driisenzellen infolge der Ermiidung dubert sich in diesem Falle 
so, dai die aus dem Blutserum zum Aufbau des Caseinmolekiils 
den Zellen zugefiihrten EiweiSstoffe von vornherein nur in be- 
schrinktem Mabe verarbeitet werden. 

Ganz anders liegen die Verhiiltnisse bei Amme B. Im 
Versuch 6 und 7 steht der Abnahme des C. N der Abendmilch 
um 4 mg eine Zunahme des F. N um 12 mg gegeniiber. In 
diesen 12 mg sind enthalten das Plus von 8 mg des G. N, die 
anscheinend dem R. N (-+- 9 mg) zugute kommen; es miissen 
demnach die noch tibrig bleibenden 4 mg N, die auf die Gruppe 
der loslichen Eiweibkorper entfallen, der Differenz von 4 mg des 
C. N analog sein. 

Ahnlich, doch viel priignanter ist das Resultat des Ver- 
suches 8 und 9. Der Abnahme des C. N um 15 mg entspricht 
eine Zunahme des F. N um 14mg, wahrend G. N und R.N 
nur eine geringe Verinderung um 1 mg im negativen und posi- 
liven Sinne zeigen. Das heifit, die 15 mg C.N, welche die 
Abendmilch weniger enthalt als die Morgenmilch, sind fast voll- 
stiindig als den loslichen EiweiBkérpern angehoriger N in den 
F. N tibergegangen. Demnach wiirde sich bei Amme B. die 
Minderfunktion der Brustdriise infolge Ermiidung so aubern, 
daBh diejenigen N-haltigen Stoffe, aus denen der Aufbau des 
Caseinmolekiils erfolgt, zwar (im Gegensatz zu Amme D) in der- 
selben Menge von den Driisenzellen aufgenommen werden, aber 
ohne zu Casein verarbeitet worden zu sein, die Zelle passieren 
und in minder spezifischer Form in der Milch erscheinen. 

Ist die Theorie der Ermiidung fiir die Abnahme des Casein- 
gehaltes der Milch in den Abendstunden richtig, so mub um- 
gekehrt der Caseingehalt der Morgenmilch, da die Brustdrtise 
iiber Nacht aufer Funktion war, hodher als der Caseingehalt 
der Abendmilch am vorhergehenden Tage, dagegen der R. N 
der Morgenmilech im Vergleich zu dem der Abendmilch ver- 
mindert sein. Das wird man bestatigt finden, wenn man die 
Versuche 3 u. + und 7 u. 8 miteinander vergleicht. Versuch 4 
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zeigt gegeniiber 3 eine Zunahme des G. N um 20 mg. Dem- 
nach haben neben dem C. N, da der R. Num 1 mg abgenommen 
hat. auch die léslichen Eiweifikérper eine Vermehrung erfahren 
und zwar um rund 9 mg. Im Versuch 8 weist der C. N gegen- 
iiber 8 eine Zunahme um 5 mg auf bei gleichzeitigem Sinken 
des G. N um 2, des F. N um 7,0 mg. 

Beide Doppelversuche illustrieren somit wieder in inter- 
essanter Weise die Verschiedenheit des Sekretionsmechanismus 
beider Ammen. Bei Amme D wird das Plus an C.N erzielt 
durch Herbeischaffung neuer N-haltiger Substanz (Zunahme 
des G. N um 20 mg), wihrend bei Amme B, bei der der G. N 
ziemlich auf dieselbe Hohe eingestellt zu sein scheint, die Ver- 
mehrung des C. N auf Kosten der loslichen Eiweifkorper erfolgt. 

Warum die sekretorischen Vorgiinge in den Brustdriisen- 
zellen beider Ammen sich so verschiedenartig gestalten, laBbt 
sich auf Grund dieser wenigen Versuche kaum sagen. Amme D 
befand sich zur Zeit der Untersuchung etwa am 66. Lacta- 
lionstage und hatte eine Tagesmilchmenge von 2000 ccm, 
Amme B hatte etwa 256 Stilltage hinter sich und lieferte zur 
Zeit der Untersuchung im Mittel 2700 ecm Milch. Es_ hat 
hiernach den Anschein, als ob Lactationstermin und Milch- 
menge von einigem EinflufB in dieser Frage sein konnten. 

Nach den Ergebnissen der in Tabelle III niedergelegten 
Versuche kénnte man daran denken, auch bei der Anfangs- 
und Endmilch der Brustdriise ahnliche Eigentiimlichkeiten der 
Sekretion zu finden. Das hat sich jedoch nicht bestatigt. In 
zwei Probeversuchen, in denen Milch einer Amme verwertet 
wurde, konnte zwar eine Verminderung des G.N der End- 
milch festgestellt werden, ohne andere gesetzmabige Verschie- 
bungen. Ich lasse beide Versuche hier folgen (Tabelle IV), ohne 
ihren Resultaten einen besonderen Wert beizumessen. 

Dem Casein als dem spezifischen Nucleoprotein der Milch 
hat man eine andere Gruppe von Eiweiikérpern gegentiber- 
gestellt, die man im Gegensatz zu dem Casein nicht ganz 
korrekt als die Gruppe der léslichen EiweiBk6rper bezeichnet. 
Dahin gehéren das Albumin, Globulin und «Opalisin». 

Um die Menge des auf sie in ihrer Gesamtheit entfal- 
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lenden N genau bestimmen zu kénnen, muf man die Menge 
des R.N von dem F.N abziehen, genau so, wie man auch 
das Gesamteiweifs durch Subtraktion des R. N vom G.N erhilt. 


Tabelle IV. 























GN FN CN RN 
g | °/o %o 
A.*) 0,182 0,090 0,092 | 50,65 20,0 
KE. **) 0,178 0,087 0,091 | 51,34 20,0 
A. 0.186 0,093 0,093 | 500 21.87 
E. 0,182 0,084 0,098 | 53,8 21.97 
*) A = Anfangsmilch. 
**) KE == Endmilch. 


Nach Camerer und S6ldner!) schwankt der R.N 
zwischen 12 und 21°/o des G.N: Rietschel fand dhnliche 
Werte. Meine R.N-Analysen, deren Resultate in Tabelle V 
enthalten sind, lassen R. N-Werte unter 16°/o tiberhaupt nicht 
erkennen, vielmehr bewegen sie sich fast durchweg mehr in 
der Niihe von 20°/o, sind also ziemlich hoch. Die Konstanz 
der hohen R.N-Werte ist auffallend. Unvollkommene Aus- 
fillung der Eiweifkérper kann nicht vorliegen. Die Abscheidung 
derselben wurde so ausgefiihrt, daB zu 100 cem des klaren 
(caseinfreien) Filtrates solange Phosphorwolframsaure zugesetzt 
wurde, bis keine Fillung mehr eintrat. Im klaren Filtrat 
wurde dann der N nach Kjeldahl bestimmt. Die einzige 
denkbare Erklarung fiir die durchschnittlich niedrigeren R. N- 
Werte der Autoren ist die. daf durch die Totalfallung der 
EiweiBkérper, wie sie z.B. von Camerer und Séldner mit 
Alménscher Lésung vorgenommen wurde, Teile der Restsub- 
stanzen mitgerissen werden, was bei einer mehr fraktionierten 
Fallung (erst Casein, dann losliche EiweiBkérper) schwerer 
moglich ist. Auch die Verschiedenartigkeit der Fallungsmittel 
kann nicht in Frage kommen, da bei einem Kontrollversuche 
an derselben Milch der nach zwei Fallungsarten gewonnene 
R.N in der gleichen Menge vorhanden war. Der Durch- 


‘) Gamerer u. Séldner, Zeitschr. f. Biol., Bd. XV, S. 535. 
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schnittswert des R.N meiner Untersuchungen betragt 
also rund 20°/o des G. N. Dieser hohe R. N der Frauenmilch 
verdient eine besondere Beriicksichtigung. Da er sich namlich, 
wie schon hervorgehoben, zu rund 80°/o aus Harnstoff und 
auberdem aus anderen Eiweifiabbauprodukten zusammensetzt, 

so spielen also rund ''s des G.N als Nahrungsmittel gar keine 
oder nur eine untergeordnete Rolle. 


Tabelle V. 



































RN G.N — R.N Cc. N F.N—R.N=N 
’ = Ges. Eiw. in des lésl. Eiw. 
G.NUF.N ie N PO */o des | °/o des 
* (G.N](g Eiweif)} © iw N 8 lgiw N 
) : : 
Mischmilch ]0,140]0,074]0,025 17,5 0,115 lo,066 57,4 | 0,049 42.6 
| (0,72) | | 
Amme B. 10,145]0,083]0,030 20,7] 0,115 0,062) 54,0 | 0,053 | 46,0 
(0,72) | | 
Mischmilch lo.15110.08710.099 19,5 0,122 (0,064 52,5 | 0,058 47.5 
| (0,76) | | 
> 0,157]0,0840,034 21.9] 0,123 0,073 59,4 | 0,050 40,6 
| | (0,77) | | 
: 0,176]0,098]0,036 20,6] 0,140 0,078 55,7 | 0,062) 44,3 
(0,87) | | 
’ Amme E. lo,1820,09010,036 20,0] 0,146 0,090 63,0 | 0,054 37,0 
| (0,91) | | 
Mischmilch ]0,185]0,11410,039 20,9] 0,146 0,071) 48,7 | 0,075 51,3 
| (0,91) | 
Amme D. 0,18810,092)0.033 17,5 0,155 40,096 62,0 0,059 | 38,0 
| (0,97) | | 
Mischmilch |0,1940,103]0,039 19,9] 0,155 —{0,091) 58,7 | 0,064) 41,3 
| (0,97) | | 
: 10,24410,111]0,042 17,1] 0,202 0,133 65,9 | 0,069) 34,1 
| (1,26) | 
, Die Verteilung der EiweiSkoérper in diesen 10 unter- 


suchten Milchen wiirde nun nach der Tabelle V folgende sein: 
Der Gesamteiweiigehalt, dessen Héhe 0,72—1,26g auf 100 ccm 
Milch betragt, besteht zu 48,7—65,9°/o — Mittel 57,7 °/o — 
aus Casein und zu 38,0—51,3°/o — Mittel 42,3°/o — aus 
loslichen EiweifSkérpern. Standartwerte sind das jedoch nicht. 
19* 
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Schon aus Tabelle Il kann man andere, etwas niedrigere Zahlen 
fiir das Casein erhalten. 

Vergleicht man die Mengenverhiltnisse von Casein und 
loslichen Eiweifistoffen der fiir Séuglingsernahrung in Betracht 
kommenden Tiermilchen mit der menschlichen Milch, so ergibt 
sich folgendes: 


Kuhmileh 10: 1 
Eselinnenmilch 2,4 : 1 | 


berechnet nach Raudnitz, 

Handbuch der Kinderheilkunde, 

v. Pfaundler-Schlossmann, 
Frauenmilch 1,3: 1 (Mittel aus 10 Untersuchungen). 

Es ist also ersichtlich, wie schon lange bekannt, daf 
die Eselinnenmilch in bezug auf die Eiweifverteilung der 
Frauenmilch am ihnlichsten ist. 

Dieser hohe Gehalt an léslichen Eiweifkérpern, der an 
sich schon fiir die Verdauung der Frauenmilch gewisse Eigen- 
arten bedingt, erfahrt noch durch die Labgerinnung im Magen 
eine nicht unbetrichtliche Vermehrung. Noch bis in die jiingste 
Zeit hielt man eine Labfillung der Frauenmilch im Reagenz- 
glase fiir nicht ausfiihrbar und sah sogar darin einen der 
Hauptunterschiede zwischen Kuh- und Frauenmilch. Erst durch 
die neueren Untersuchungen von Fuld und Wohlgemuth 
(I. c.), Kreid] und Neumann’) und von Engel (I. c.) wurde die 
Moéglichkeit einer Labung auch fiir die Frauenmilch festgestellt. 
Es ist nicht meine Absicht, hier den Vorgang der Labfallung 
als solechen einer Erorterung zu unterziehen — ich verweise da 
auf die betreffenden Arbeiten (Literatur bei Schlossmann und 
Engel?)) —. Nur auf die dabei sich vollziehende Verschiebung 
in der Stickstoffverteilung méchte ich an der Hand einiger Ver- 
suche etwas niéher eingehen. Sie pflegt sich in der Weise 
abzuspielen, dafi von dem Caseinmolekiil ein Atomkomplex ab- 
gesprengt wird, der als lésliches Eiweili oder eine dem Eiweif 
nahestehende Substanz in die Molke tibergeht. Die Menge der- 
selben, welche sich durch Subtraktion des Essigsaurefiltrat-N 
vom Labfiltrat-N ergibt, ist bei der Frauenmilch eine ziemlich 


') Kreidl und Neumann, Pfliigers Arch., Bd. CXXIII, S. 523. 
*) Schlossmannu. Engel], «Milchgerinnung» inOppenheimers 
Handbuch d. Biochem., Bd. III, Jena 1909, b. G. Fischer. 
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erhebliche und betraégt nach den Untersuchungen von Engel’) 
und Friedheim?) bei den meisten Milchen annihernd 10°/o 
des G.N. Meine in Tabelle 6 niedergelegten und nach der bei 
Friedheim beschriebenen Methode ausgefiihrten Analysen be- 
stitigen im wesentlichen die Engel-Friedheimschen Unter- 
suchungsresultate: Die Zunahme des Molken-N bewegt sich in 
den meisten Fallen um 10°/o des G.N herum, doch kommen 
auch Werte von 6 und 5°/o vor. Ein wesentlicher EinfluB 
der Dauer der Labwirkung auf die Gréfe der Eiweilh- 
abspaltung lieB sich nicht konstatieren. 


Tabelle VI. 























G. N in in in 
g |  %o e 1. % g | % 

0140 | 0,074 53,2 0,091 64,0 0,016 | 108 
0,151 0,087 57 4 0,095 | 62,6 0008 | 5/1 
0,156 0,080 | 51,1 0,096 | 613 0,016 | 10,2 
0,157 0,084 53,8 0,095 60,5 0,010 | 67 
0,176 | 0,098 | 55,5 0116 | 65,9 0018 | 10,5 
0,185 0114 | 61,5 0,128 69,1 0014 | 76 
0,194 | 0,103 | 53,2 0,122 | 626 0018 94 
0,244 0,111 | 45,5 0,139 | 571 0018 | 11,6 

*) KE. F. N = N-Gehalt der Essigséiuremolke. 

/™ LF. = > » Labmolke. 


Der letzte Teil dieser Arbeit beschéftigt sich mit einigen 
Fragen, die sich auf Art und Verteilung der Eiweifikorper 
in der Molke beziehen, ein Unternehmen, das jedoch wegen 
der Schwierigkeit des zu behandelnden Stoffes zu keinem bin- 
denden Abschlusse gelangen konnte. 

Gelegentlich einer Bestimmung des R.N mit Hilfe von 
Phosphorwolframséure wurde gleichzeitig versucht, ob man 
nicht durch einfaches Aufkochen der Essigséuremolke zu den- 


') Engel, Miinch. med. Wochenschr., 1910. 
*) Friedheim, Bioch. Zeitschr., Bd. XIX, 5. 132. 
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selben R. N-Werten gelangen kOnnte, wie sie jene Methode 
ergibt. Das war nun keineswegs der Fall, weder bei diesem 
noch bei allen folgenden Versuchen. Vielmehr iiberstiegen die 
durch Kochen der Molken gewonnenen R. N-Werte, wenn man 
sie so nennen darf, den eigentlichen R. N um ein Bedeutendes. 

Die Ursache davon kann zweierlei sein: Entweder handelt 
es sich um eine unvollkommene Ausfallung der zur Gruppe der 
Albumine und Globuline gehérigen Eiweiikérper, oder die Molke 
enthilt noch andere N-haltige Stoffe, die durch den Kochprozef; 
nicht koaguliert werden. 

Kine quantitative Fallung des Albumins und Globulins durch 
einfaches Kochen ist im allgemeinen nicht ohne weiteres még- 
lich. Wéiihrend es bei einer stark verdiinnten Hiihnereiweili- 
lOsung leicht gelingt, das Eiweif quantitativ durch kurzdauerndes 
Aufkochen zu fallen, sodaB man ein absolut klares, nicht mehr 
auf Phosphorwolframsiiure reagierendes Filtrat erhilt, st6ft 
man bei der Fiillung des Albumins und Globulins aus der Molke 
auf Schwierigkeiten. Kocht man dieselbe ein paar Sekunden. 
so findet allerdings eine Konzentration des Eiweibes in Form 
schon makroskopisch sichtbarer Flocken statt, aber das klare 
Filtrat triibt sich von neuem, wenn man es noch einmal kocht. 
Setzt man jedoch der Molke eine kleine Menge eines neutralen 
Salzes (etwa NaCl) zu, so gentigt ein paarmaliges Aufkochen, 
um die Ausfillung quantitativ zu machen, — das klare Filtrat 
gibt alsdann beim Kochen keine neue Triibung. Dasselbe kann 
man ohne Anwendung eines Salzes erreichen, wenn man langere 
Zeit etwa '/2 Stunde lang kocht, wovon ich mich durch ver- 
gleichende N-Bestimmungen bei gleichem Ausgangsmateriale 
iiberzeugt habe. 

Im allgemeinen wurden die Versuche so ausgefiihrt, dal 
die Molke nach Zusatz einer Messerspitze NaCl 5 Minuten im 
Sieden erhalten, dann aufs Volumen erganzt und filtriert wurde. 
Im klaren Filtrate wurde der N-Gehalt nach Kjeldahl be- 
stimmt. Die so erhaltenen Zahlen, welche auf 100 ecm Milch 
umgerechnet wurden, zeigt Tabelle VI], Spalte 5a. Sie iiber- 
steigen, wie man sieht, die entsprechenden R. N-Zahlen, die 
aus Tabelle VIII zu ersehen sind, um ein Bedeutendes, im Durch- 
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schnitt um ungefihr 20 mg, die also auf EKiweibkérper von 
anderem Charakter zu beziehen wiiren. 

Ahnlich wie der Einwirkung der Siedehitze gegeniiber 
verhalt sich die Molke, resp. deren EiweiBk6rper auf Zusatz 
von Alkohol. Um dessen Einwirkung moéglichst intensiv zu ge- 
stalfen, wurden zu 100 Teilen Molke 200 Teile 96 °/oigen Alkohols 
hinzugesetzt und die Mischung verschlossen solange stehen ge- 
lassen, bis eine Koagulation in Form von makroskopisch sicht- 
baren Flocken eingetreten war: das ging gew6hnlich schneller 
nach vorheriger Neutralisation, wodurch jedoch die Grobe der 
Fillung, wie ein Probeversuch ergab, nicht beeinflu{jt wurde. 
Das klare Filtrat, welches in allen Fallen mit Alkohol aufs 
Volumen erginzt wurde, zeigte, wenn auch mehrere Stunden 
stehen gelassen, keine neue Triibung, was fiir eine quantita- 
tive Fallung spricht. Der N-Gehalt desselben, in 5 Versuchen 
bestimmt (Tabelle VII, Spalte 7a), niihert sich den entsprechenden 
Werten des Kochfiltrates, stimmt jedoch nicht vollig mit den- 
selben tiberein. 

Endlich und nicht am wenigsten spricht auch die Triibung, 
welche nach Sattigung der Molke mit NaCl in ziemlicher Stirke 
auftritt, entschieden fiir das Vorhandensein noch anderer Eiweib- 
korper, da Albumin und Globulin in gesiéttigten NaCl-Loésungen 
nicht veriindert werden. Daher muBf es interessant sein, fest- 
zustellen, in wieweil die Resultate der Koch- und Alkohol- 
fillung einerseits mit der NaCl-Fiillung, anderseits miteinander 
in beziehung gebracht werden kénnten. (2 Versuche, die den N- 
Gehalt im Filtrate der NaCl-Fallung bestimmen sollten, waren 
leider so ungenau ausgefallen, dafi sie nicht zu gebrauchen 
waren.) Was die Art des oder der fraglichen N-haltigen K6érper 
angeht, so handelt es sich entweder um genuine, d. h. schon 
in der frischen Milch vorhandene Stoffe, oder aber um Kunst- 
produkte, die durch Einwirkung der betreffenden Agentien auf 
die Kiweifstoffe — Absprengung N-haltiger Atomkomplexe vom 
Caseinmolekiil oder Umwandlung der léslichen Eiweiftoffe — zu- 
stande kommen. So kénnten sich Albumosen und Peptone und 
andere K6rper bilden. 

Um dariiber Klarheit zu erhalten, wurde die nach NaCl- 





Tabelle VII. 






































1. 3. 3. 4. hy, 6. a 8. 
-Gehalt des Koch- - N-Gehalt des Alkohol- 
Gticains Differenz filtrates Differenz 
L. F.N — zwischen zwischen 
G.N.| E. F.N*) | L. F. N**) ieee 
. a b a b 
E.F.N ‘“ P ” a 
5a und 5b 7a und 7b 
des E. F. | des L. F. des E. F. des L. F. 
£ g 0 0 g %o 4 99 g | 99 g f Uy g 9/9 g | 919 ¢g | %o 
a ; ; =_ 
S 
‘© | | 
= 0.156 | 0.080) 51,1 | 0,096 61.3 10,016 10.2 | — — — | — — — | 0,046 29,7 | 0,060 38,4 | 0,014) 8&7 
< 
0.157 | 0.084 53.5 10,095 60,5 10.010 6,7 10.049 31,4 0,055 35,0} 0.006 3.6 10.054 342 0.061 39,5 0,007 5.3 
0.176 10.098 55.5 10.116 65.9 10.018 10.5 |0.055 31.0 | 0.079 44.7 10.024 | 13.7 | 0.057 32.7 0.075 42.6 0.017 10,0 
0,194]70103 53,2 [0,122 62.6 [0,019 9.4 10,064 33.1 | 0,089 45,9 |0,025 12.8 | 0,057 29 2 0.072) 37.0 0.015 7.8 
O24470111 45.5 10.139 57.1 10,028 11.6 0,060 24.5 | 0.084 34.410.024 9.8 1 0.053. 21.8 0.072 29.4 0.019 Re} 
“ *) Stickstoff der Molke nach Essigséurefillung 
i™ 


* * 


~ , Labfiillung. 
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Zusatz durch Kochen von Albumin und Globulin befreite Molke 
zuniichst auf ihr Verhalten den verschiedenen Eiweifreagentien 
cegeniber untersucht. Das Resultat war folgendes: 

1. Biuretprobe ziemlich stark +- 

2. Xanthoproteinprobe —+- 

3. Millonsche Reaktion: Gelbfairbung, keine Purpur- 
fiirbung. 

4. Schwefelbleiprobe -- 

5). Zusatz gleicher Volumina gesattigter NaCl-Lésung und 
Essigsiiure, keine Fiaillung. 

6. Auf Zusatz von konzentrierter HNO, ganz schwache 
OQpalescenz, die beim Erwarmen verschwindet; bei starkerem 
Erwarmen schwache Gelbfirbung. 

7. Auf Zusatz von CuSO, keine Fallung. 

8. Essigsdure -|- Ferrocyankalium — kein Niederschlag. 

9. Phosphorwolframsaéure = miabig starke Triibung. 

10. Sattigung mit NaCl deutlich hervortretende Triibung. 

Zum Vergleiche miissen obige Proben ebenfalls an der 
durch Alkohol vom Albumin und Globulin befreiten Molke an- 
gestellt werden. Weitgehende Schliisse werden auch dann nicht 
aus den Resultaten zu ziehen sein. Auffallend ist immerhin, 
daB die als Albumosenreaktionen in den Lehrbiichern (Hoppe- 
Seyler, R6hmann)') angegebenen Proben (5—8), vor allem 
die Essigsdureferrocyankaliumprobe, die zur Kontrolle mehrere 
Male ausgefiihrt wurden, negativ waren. Demnach scheinen 
Albumosen in nachweisbarer Menge nicht vorhanden zu sein, 
obwohl ihre Bildung aus dem Albumin bei dem einige Minuten 
auf die saure Molke einwirkenden Kochprozesse immerhin theo- 
retisch mOéglich wire. 

Es spricht aber auch der folgende Versuch gegen das Vor- 
handensein von Albumosen, die sich durch Einwirkung der 
Siedehitze aus dem Eiweii gebildet haben kénnten. Es wurde 
dieselbe Molke, das eine Mal, wie gewOhnlich, nur etwa 5 Mi- 
nuten, das andere Mal !/2 Stunde gekocht. Die im klaren Filtrate 
darauf vorgenommene N-Bestimmung ergab beide Male fast 

































') Lehrbiicher. 
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dieselben Werte, 0,089 und 0,090 (auf 100 g Mileh bezogen). 
Wiirden iiberhaupt durch das Kochen in diesem Falle Albumosen 
gebildet werden, so wire zu erwarten, daf durch eine lingere 
Dauer desselben auch eine gréfere Menge gebildet wiirde. 

Kbensowenig kénnten die fraglichen Eiweifstoffe des Koch- 
und Alkoholfiltrates in Lésung gebliebene Acidalbumine sein, 
denn diese werden ebenso wie ihre Muttersubstanzen durch 
die Siedehitze bei Anwesenheit einer gewissen Menge von 
Neutralsalz gefillt. Abhnlich wird ihr Verhalten gegeniiber der 
Einwirkung des Alkohols sein, wenigstens lief ein mit derselben 
Molke angestellter Doppelversuch, wobei jene das eine Ma! 
neutralisiert wurde, das andere Ma! unveriindert blieb, keinerlei 
Unterschied in den N-Zahlen erkennen. 

Somit bleiben fiir die Herkunft der fraglichen Eiweifstotie 
nur 2 Moglichkeiten tibrig, entweder sie stammen vom Casein, 
oder es sind native Eiweifstoffe der Milch. Daf durch die Kin- 
wirkung der Essigsiiure allein vom Casein-Molekiil ein N-haltiger 
Atomenkomplex abgesprengt wird, ist bei der labilen Struktur 
des Caseins denkbar, doch bei der starken Verdiinnung der 
Siure nicht wahrscheinlich. Der Beweis dafiir kann allerdings 
vorliiufig nicht erbracht werden. 

Niher liegt es, in dem betreffenden N-haltigen Stoffe einen 
in die Gruppe der léslichen Eiweifstoffe gehérigen K6érper 
anzunehmen, der vielleicht mit dem Opalisin Wroblewskis 
identisch sein kénnte. Diese Vermutung ist deshalb berechtigt, 
weil das Opalisin gewonnen wurde aus den Mutterlaugen der 
Essigsiiurefiillung des Caseins durch Aussalzen mit NaCl, ebenso 
wie auch der hier in Frage kommende Eiweifstoff aus dem 
Kochfiltrat der Molke durch Sittigung mit NaCl gefillt wurde. 
Ob die Annahme richtig ist, das festzustellen mui weiteren 
Versuchen anheimgegeben werden. 

Um nun bei den etwas von einander abweichenden Er- 
gebnissen der Koch- und Alkoholfallung der Molke wenigstens 
die Mengenverhiltnisse der léslichen Eiweibk6rper genauer an- 
geben zu kénnen, wurde aus den in Tabelle VII (Spalte 5a 
und 7a) enthaltenen N-Zahlen des Koch- und Alkoholfiltrates 
das Mittel in Rechnung gezogen (Tab. VIII). Der auf Albumin 
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und Globulin entfallende N wiirde sich dann ergeben aus der 
Differenz zwischen dem N-Gehalt der Essigsiuremolken und 
obigen N-Mittelwerten. Der dem unbekannten Eiweifbkorper 
angehorige N aus der Differenz zwischen N-Mittelwerten und 
dem R.N. Tabelle VIII enthiélt die so gefundenen Werte. Die 
untersuchten Milchsorten mit einem G.N von 0,157—0,244 g 
enthalten an Albumin- und Globulinstickstoff 0,033 —0,054 g 
(in Prozent des G.N ziemlich konstanterweise 21—23), an N, 
der auf den unbekannten Eiweifikérper entfallt, 0,015—0,022 g 
(6——11°/o des G.N). Zieht man das Mittel aus allen vier Ver- 
suchen und rechnet auf EiweiB um, so ergibt sich folgende 
KiweiBverteilung: Kine Milch mit einem Eiweifgehalt von 1,0 g 
wiirde enthalten 0,6 g Casein, 0,3 g Albumin -+- Globulin und 
0,1 g des unbekannten Eiweifstoffes. 


Tabelle VIII. 








N-Mittelwerte E. F. N N-Mittelwerte 
aus Alkohol- | — — _ — 

GNI EFN RN a werte = unbekann- 
, sas mantoeapiiias = Albumin | ter Eiweif- 
des E. F. +- Globulin kérper 


oO £ 979 g "10 g 0 g 0 0 g vu 





0,157 | 0,084 53,8] 0,034 21.9] 0,051 32,7 | 0,033) 21,0 | 0,017! 10,8 
0,176] 0,098 55,5 | 0,036 20,7] 0,056 31,8 | 0,042 23,6 | 0,020) 11,2 
0,19410,103 53,210,039 20,.0| 0,061. 31.2 | 0,042 22,0 | 0.022) 11,2 
0.244] 0,111 45,510,042 17.1] 0,057 23.4 | 0.054 22.3 | 0.015) 6,0 

















Wie die Essigsiuremolke wurde auch die Labmolke 
der Einwirkung des Kochens und des Alkohols unterzogen, 
um zu sehen, ob und inwieweit der bei der Labung in die 
Molken iibergegangene lésliche Eiweifkérper mitgefillt wird, 
was wieder einen Schluf auf die Art dieses Eiweifkérpers 
zulafit. Das wird sich nachweisen lassen, wenn man die 
Differenzen aus dem Kochfiltrat der Essigsiéiure- und Labmolke 
mit der Menge des bei der Labung abgespaltenen Kiweibstoffes 
vergleicht. Die Ergebnisse der Untersuchungen enthalt Ta- 
belle VII. Die Differenz zwischen beiden Kochfiltraten (Spalte 6) 








280) A. Frehn, Uber Stickstoffverteilung. Sawitsch, Berichtigung. 


ist in 2 Fiillen kleiner, in 2 Fallen grofer, als die N-Zahlen 
des Labeiweibes (Spalte 4). Das Plus an N in den beiden 
Fillen kann darauf zuriickzufiihren sein, dai entweder von 
der Essigsiiuremolke zu viel, oder von der Labmolke zu wenig 
gefillt wurde, was natiirlich nicht mehr entschieden werden 
kann. Die Differenz zwischen beiden Alkoholfiltraten (Spalte 8) 
ist durchweg nur um ein paar Milligramm niedriger als die 
N-Zahlen in Spalte 4. Aus alledem ist die Folgerung berech- 
tigt, dafi der bei der Labung in die Molke tibergegangene 
losliche EiweiBk6rper durch Einwirkung von Siedehitze und 
Alkohol in der angewandten Konzentration nur zu einem kleinen 
Teile koaguliert wird. 

Die Arbeit wurde auf Veranlassung und unter Leitung 
von Dr. Engel, Diisseldorf, ausgefiihrt. 


Berichtigung betreffend «Londons Polyfistelmethode:. 
Von 
W. W. Sawitsch, 
Assistent am physiologischen Laboratorium der Kaiserlich Militarmedizi- 
nischen Akademie in St. Petersburg. 


Der Kedaktion zugegangen am 24. Februar 1910.) 


Im «Handbuch der Biochemischen Arbeitsmethoden», herausgegeben 
von Prof. Abderhalden, unterzieht London die Grundlagen der ope- 
rativen Methodik zur Untersuchung der Verdauungsprozesse einer genauen 
Untersuchung. Dabei fiihrt er in der historischen Entwickelung dieser 
Frage an: 1. «das Prinzip der operativen Isolierung der sezernierenden 
Oberfliche», welches von Thiry und Heidenhain vorgeschlagen worden 
ist und 2. das von Pawlow vorgeschlagene neue Prinzip, und zwar «die 
operative Isolierung eines Teils des Ganzen unter Erhaltung der sekre- 
torisch nervésen Verbindung zwischen den einzelnen Teilen> (S. 83, Bd. III); 
indessen soll «die stetige Abfuhr der Safte nach auffen im Verdauungs- 
traktus und zugleich auch im Gesamtorganismus abnorme Bedingungen 
schaffen». Es ist méglich, daf\ die Ausschaltung der Produkte der Driisen- 
tatigkeit solche Verhaltnisse schafft, die den pathologischen sehr nahe sind. 
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Dieser Umstand hat London dazu veranlaft: «einen neuen Weg 
der Erforschung des Verdauungsprozesses anzutreten, indem er seine 
Methodik auf ein neues Prinzip griindete, das von den erwihnten Fehlern 
frei sein soll. Es ist das Prinzip der operativ-mechanischen Isolierung 
yon Abschnitten des Verdauungstraktus. Dieses Prinzip besteht darin, 
dali das Tier im Bereiche des Verdauungstraktus einer Operation unter- 
worfen wird, welche nachher im Laufe des Versuchs die Isolierung eines 
beliebigen Abschnittes des Verdauungstraktus gestatten soll, wobei die 
durch die Versuchsverhiltnisse bedingten Verluste an Kérpersiften dem 
Organismus wahrend des Versuchs ersetzt werden kénnen und simtliche 
Magendarmfunktionen auferhalb der Versuchszeit vollkommen normal ab- 
laufen. Da die Untersuchung des Verdauungsprozesses nach diesem Prin- 
zip die Anlegung einer mehr oder weniger grofen Zahl von FistelIn voraus- 
setzt, gab London seiner Methode den Namen Polyfistelmethode oder 
Temporarisolierungsmethode zur Unterscheidung von der friiheren Me- 
thodik, welche auf dem Prinzip der permanenten Isolierung besteht (S. 84). 

Dieses ist die Meinung von Herrn London. 

Meiner Meinung nach entspricht die tatsichliche Sachlage nicht 
ganz genau der Londonschen Beschreibung. Vor allem konnte er es 
auch unterlassen, «einen neuen Weg der Erforschung des Verdauungs- 
prozesses» zu suchen, denn dieser fiir London neue Weg ist schon vor 
18 Jahren beschrieben worden. Im Jahre 1891 erschien aus Pawlows 
Laboratorium die Dissertation von Glinsky «Zur Physiologie des Darmes». 
Die Beobachtungsobjekte waren zwei Hunde. Der eine hatte zwei Fistel- 
rohiren, die eine 25 cm vom Pylorus und die zweite 2131/2 cm von der 
ersten und 195 ecm vom Coecum (Sektionsbefunde S. 13 der Dissert.). 
Der zweite Hund hatte 3 Fisteln, die erste 19 em vom Pylorus, die zweite 
12 «cm weiter und die dritte 3951/2 cm weiter als die zweile und 12 cem 
vom Coecum (S. 14 u. 15). Weiter stellt sich Glinsky zur Aufgabe, «die 
Methode selbst zu kontrollieren, d. h. zu untersuchen, inwiefern man beim 
Anlegen mehrerer Fisteln am Darmkanal gewifs sein kann, dafi in den 
gegebenen Darmabschnitt nur das gelangt, was von seinen Wanden ab- 
gesondert wird, und nichts mehr» (S. 17). Es erwies sich, daf\ «die erste 
Fistel vollkommen die Moéglichkeit garantiert, einen reinen Saft, ohne jeg- 
liche Beimengungen aus der zweiten Fistel zu erhalten, wenn der Magen- 
inhalt wahrend der Verdauung so fein zermahlen war, dal} er in der 
ersten Fistel nicht stecken bleiben konnte» (S. 18). 

Auf diese Weise ist es vollkommen klar, dafs die Polyfistelmethode 
von Glinsky aus Pawlows Laboratorium schon im Jahre 1891 vorge- 
schlagen worden ist und Londons Satz: «Historisches. Die Polyfistel- 
methode ist von S. E. London 1905 in Angriff genommen und von ihm 
technisch ausgearbeitet worden» (S. 85) kann nur in der Hinsicht als 
richtig gelten, daf§ London in diesem Jahre angefangen hat, sich mit 
den Fragen der Verdauung zu beschiiftigen, und eine alte Operation wie- 








282 Sawitsch, Berichtigung betreffend «Londons Polyfistelmethode>. 


derholt hat. Der ganze neue Weg, den London verkiindet, besteht nur 
darin, daf er einige Veraénderungen an den Fistelréhren selbst einfiihrt 
(ovale Fistelrdhre mit Scheidewand auf 8S. 78), und hauptsachlich in einem 
neuen Namen fiir eine schon friither beschriebene Methode. 

Ebenso gehdrt die Idee, die Polyfistelmethode zur Erforschung der 
Resorption zu verwenden, nicht London. Im Jahre 1904 erschien aus 
Pawlows Laboratorium im Institut fiir experimentelle Medizin — in 
letzterem arbeitete und arbeitet auch noch jetzt Herr London — die 
Dissertation von Straschesko: «Zur Darmphysiologie>. Straschesko 
hatte zwei Hunde, von denen jeder zwei Fisteln hatte, die eine war kurz 
vor, die andere unmittelbar hinter der Bauhinschen Klappe angebracht. 
Es wurden die Mengen von Stickstoff, Kohlenhydraten, Fetten und Seifen 
bestimmt, welche bei verschiedenartiger Nahrung bis zum Ende des Diinn- 
darmes und welche bis zum Anfang des Dickdarmes gelangten (Stra- 
schesko, Diss. S. 84—134). Diese Arbeit wird von London hartnackig 
mit Schweigen iibergangen (vgl. z.B. London und Sivre, Diese Zeit- 
schrift, Bd. LX, S. 194). 

Solange Herr London nur die Resultate verkiindete, die er nach: 
der Glinskyschen Methode erhalten hatte, tiber die Methode aber syste- 
matisch schwieg, hielt ich es fiir méglich, diese Frage nicht zu beriihren. 
Da aber Herr London die Methode, die er allerdings ganz zutreffend 
«Polyfistelmethode» benannt hat, im «Handbuch der Biochemiscnen Ar- 
beitsmethoden» herausgegeben von Prof. Abderhalden ganz und gar 
sich selbst zugeschrieben hat, so halte ich es fir meine Pflicht, da das 
genannte Werk fiir die weitesten medizinischen Kreise bestimmt ist, fiir 
welche die russischen Dissertationen beinahe unzuginglich sind, zu ver- 
merken, daf§ Londons Behauptungen hinsichtlich dieser Frage ganz 
falsch sind. 











Erwiderung zur Bemerkung von W. Butkewitsch.') 
Von 
A. Kiesel, Moskau. 


(Der Redaktion zugegangen am 16. Februar 1910.) 


Durch vorliegende Erwiderung will ich durchaus nicht Grund zu 
einer Polemik mit Herrn W. Butkewitsch geben, da die Befunde meiner 
Arbeit keineswegs in Kontroverse zu seinen Beobachtungen stehen und 
nur ein weiterer Beitrag zur Frage tiber die fermentative Desamidierung 
der Aminosaduren in hdheren Pflanzen bilden. 

Meine Worte, die von Butkewitsch in seiner Bemerkung aus 
meiner Abhandlung*) zitiert werden, waren aber doch berechtigt, da die 
von B. ebenfalls zitierten Worte aus seiner eigenen Abhandlung*) dem 
Absatz «Bei allen eben erwahnten Versuchen gingen ihre Auloren augen- 
scheinlich von der Voraussetzung aus, dafs die Wirkung der desamidierenden 
Knzyme auf eine Hydratisierung hinauslaéuft» folgen und deshalb nur auf 
die Arbeiten von Shibata, Ehrlich und Pringsheim mit Pilzen von 
mir bezogen werden konnten, nicht aber auf die Arbeiten von Butke- 
witsch, Castoro und Zaleski mit héheren Pflanzen; um so mehr, als 
die zitierten Worte der Abhandlung von B. von den Worten «Daf in 
héheren Pflanzen der Desamidierungsvorgang von einer Oxydation be- 
gleitet wird, das beweisen meine oben beschriebenen Versuche mit Lupinen- 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIIL. 

?) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 455, «Die friiheren Autolyseversuche 
von Butkewitsch, die mit jungen (meist 2—6tagigen), vor dem Ver- 
suche getrockneten und zerriebenen Keimpflanzen angestellt wurden, er- 
gaben keine Desamidierung. Auf Grund dieser Ergebnisse will Butke- 
witsch in den hdheren Pflanzen keine Desamidierung der Aminosauren, 
die zugleich nicht mit Oxydation verbunden wire, zulassen . . .» 

$) Biochemische Zeilschrift, Bd. XVI, S. 451, «Das negative Resultat 
kénnte dadurch bedingt sein, daf§ die Versuchsbedingungen der Titigkeit 
des gesuchten Enzyms hinderlich waren (diese Bedingungen konnten in 
der vorhergehenden Behandlung, in der Benutzung von Antisepticis usw. 
liegen)», weiter: «oder dadurch, daf, die Desamidierung mit Oxydations- 
prozessen verbunden ist, deren Méglichkeit durch die Versuchsanstellung 
selbst ausgeschlossen war.» 
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keimlingen» gefolgt werden. Endlich muf ich noch auf die Vermutung 
von Butkewitsch verweisen, die in derselben Arbeit S. 452 ausgesprochen 
wird: «Es ist méglich, dafi in ein und denselben Zellen diese Prozesse 
auf verschiedene Weise je nach dem Charakter der zu desamidierenden 
Verbindungen verlaufen: die Aminosauren kénnen z. B. unter Oxydation 
und die Amide durch Hydratisierung desamidiert werden.» 

Da ich zur Zeit der Erscheinung von Butkewitschs Arbeit die 
von mir publizierten Resultate schon vor langerer Zeit (Winter 1907/8) 
erhalten hatte und dieselben mit der von Butkewitsch geduferten Vor- 
stellung nicht tibereinstimmten, so entschlof ich mich, dieselben zu ver- 
Offentlichen, wie ich es auch in meiner Abhandlung deutlich angab 
(S. 456). 

Daraus wiire leicht zu ersehen, dafs der Vorwurf von Butkewitsch, 
dafs ich in seine «noch unvollendete, erst als vorlanfige Mitteilung publi- 
zierle Arbeit") eingreife» vollkommen unberechtigt ist. Auferdem wiire 
noch zu bemerken, daf die Frage iiber die Desamidierung keineswegs von 
Butkewitsch als monopoles Untersuchungsfeld?) angesehen werden kann. 

Da aus Butkewitschs Bemerkung zu ersehen ist, dafs er mit den 
aus meinen Resultaten gefolgerten Angaben einverstanden ist, ware somil, 
wie gesagt, der Grund einer weiteren Polemik ausgeschlossen. 


') Wie aus den in der Abhandlung von Butkewitsch gemachten 
Anmerkungen zu sehen ist, wurden die darin publizierten Resultate schon 
in den Jahren 1902 und 1907 erhalten und auf der XI. Versammlung 
russischer Naturforscher und Arzte in St. Petersburg, 1902 (Tagebuch der 
XI. Versammlung, 387) und auf der Versammlung zum Andenken D. J. 
Mendelejeffs in St. Petersburg, Dez. 1907, mitgeteilt. 

*) Seit der ersten Arbeit in dieser Richtung von M. Jacoby (1900) 
haben viele Forscher sich mit dieser Frage beschaftigt. 








Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem Eiweif im tierischen Organismus. 
XIII. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden und Fidel Glamser. 








(Aus dem physiologischen Institute der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 





(Der Redaktion zugegangen am 4. Marz 1910.) 









Es ist das von niemand bestrittene oder auch nur ge- 
schmiilerte Verdienst 0. Loewis, !) das Problem der Verwertung 
abiureter Spaltprodukte aus EiweiB aufgerollt und bearbeitet 
zu haben. Den von ihm gezogenen Schliissen wurde wider- 
sprochen. Es wurde bezweifelt, dab der tierische Organismus 
seinen Eiweibbedarf mit tieferen Abbaustufen aus Proteinen 
vollstindig decken kinne. Im Laufe der Zeit sind nun eine 
groBe Anzahl von Versuchen ver6ffentlicht worden, aus denen 
hervorgeht, dafi es nicht nur gelingt, Hunde mit durch kombi- 
nierte Pepsin-, Trypsin- und Erepsin-Wirkung oder durch Kochen 
mit verdiinnter Schwefelsiure bis zu den einfachsten Bausteinen 
abgebautem Protein im Stickstoffgleichgewicht zu halten und 
zwar bis zu tiber vier Wochen, sondern dal es sogar mdoglich 
ist, mit tief abgebautem Fleisch den durch langes Hungern herbei- 
gefiihrten Gewichtsverlust zu ersetzen und grofe Mengen von 
Stickstoff zur Retention zu bringen. Wir verfiigen iiber sehr 
zahlreiche Versuche. Niemals ergab ein Versuch ein anderes 
Resultat, wenn nicht St6rungen durch Erbrechen und Diarrhden 
sich einstellten. Trotz dieser Ergebnisse wird ab und zu noch 
bezweifelt, ob das abgebaute Eiweif wirklich fiir den Organis- 
mus den gleichen Wert hat, wie das in nicht vorverdautem 
Zustande eingefiihrte Protein. Wir haben vielfach Versuche 
mit gréferen Mengen von einzelnen Aminosaduren und mit Ge- 




















’) Otto Loewi: Uber Eiweifisynthese im Tierkérper. Archiv f. 
experim. Path. u. Pharm. Bd. XXXXVIII. S. 303. 1902. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 20 





















oe sil -. 
qore sree 1033, #80 feos ay coo oOo! OC cL ‘ OG 0006 | Gy 
L0G L£o°6 c¢c'O EG GL GZ ‘ Oc OOZE “ale 
09s —JOLIT ¢e'0 | G0a 4) es‘OE | Og gL | | OOT [OOF g/'S 
go's —] GO'OT | e¢'0 | ) oe | OF | ae | ;' | 08 | 009¢ ell 
LV@—| 296 | a¢'0 | fare | a2 | ote | : | OOF Jocze]TIA “t/08 
[060 —Jor'8 | OF'O |, F008 | Og | ge — OOF foose| — ‘0E/'6z 
orT—lo6's | OFO |** Loss | oat | ez ‘ OOF Jos6e]| — “6a/"82 
“ SFT —]86'8 | eeO | 92'8 | SO | oz | — OOF 0009] = “gee 
. CVE—|EL'6 | BO | e@6 | OOF | oe | | OOF [OSO9} = “Le/'9% 
- cZ'g—|au'6 | 830 | (8g6 | 08 ge | OOT | O3T9 ‘96/'C% 
oS TST —|106 —-&@'0 ‘aii 'gz'g | 08 aL | | GL [0eE9 G8) FE 
“- 8@t—|s2'8 | &0 |*"* ))se'8 | 02 aL | ‘[Ssop | ¢L 0079 VO! SZ 
= CO T{SSL | ESO | GOL | OOT | GL | Ueqo aM jsuos ‘“Oplog 509 | cL Jooc9| ‘Ez2/ae2 
a €EZB—1ESL | ESO | }00'L | Of | OF | ‘ OF = =JOT9] — “este 
Ss 9LT—]929 | 30 | gc'9 | Gh | O¢ | . 0¢ |0L99 T2/'0% 
. eut—l2ez'9 | 0z'0 | (ecg | eh | oe | ‘ — 0Or foc99] — ‘oa/'6T 
3 8FZ—]8r'L | 020 | iSoL | G2 | O¢ | | OOF 7og29 61/81 
3S cet—|ez9 | 0Zo co9 | 08 | OG | « | O&T 40089 SULT 
s o0—loz'e | ozo 98 ) OG'e | COT O¢ « OCL foce9 “LT OT 
a COT—1os'9 06 cog | Oc oe ‘[ssap . OOF | O00L ‘OTST 
. oLt—loz'9 | 0z0 | ov'9 | oot | o¢ . 00T |OOOLTIA ‘Gt/¥1 
L- Surf sur’ sur) sur 3 wu jwooul s wu woo Ul] 3 UI 
7 IISse 
. 2ueTtg ti N osu0w) N asuewl} yo}s 13} SausUOUsZjNYy i en 
Seen -91) -|0Y -UIR}] -yous a ox wn} eC] 
a ' ve -iod 
on -N 
N uoqessny usw euUly “103 























FE PTleqey 












































, ( ne « | OOT OLRE ‘O16 
é | GC 1G | | aie 
aro —| ag’e | ze'0 | x| CFE ( é re ; | OOT |OO8E 6/8 “ 
‘ i v6 ¥ | CL OF - j _— eryie = 
Pa 666 —| G64 | 260 "| ue |e Les oot jocec| ez aA 
( | vf F | YG ~ ° 
” Clot] kt | LE0 | yb | o'c 3sap oor Joz6e} “2/9 
, ‘ i C6 | ' 
= coo ns co ¢ u6 0 x 08 y a 194 OO “Aayonzusaqnely o'o0z O01 009 ‘g C 
= ‘ol ez Og OOT | OF -symg o'ce ‘apres o'08 ‘Yostelg ost 
pomspneqsos spas oH 29'S | 980 0 001 Joor9| ‘e/'F 
un JOYS YI ]SYOsSl9] J 50? ss : 0 0 | . eis 
= 09'% —| 99'S | 8Z'0 | pge » oe 0 oor joceo| “#/'¢ 
2 svt —l 8st | ¢e2o0 966 OL ; ‘ | ont ones ‘el-z 
S eee | — | 0 mm 
Se ast —| est | ez‘o | on le -3sap | OOF fossa] alt 
© “ry —T Qc’ | CZ) mows ™ 4 Ta 
zi oe wii ote we p09 "428 ‘o'se 8PRS Of ¢ ad OOT JoeZzg;T ‘T/'Te 
+ ‘ Cc ? > ‘O | D4 TE € : ‘OYIRIS Qe i j . y 
& may wide %|o¢ | 0 0 | ee en 
3 ret —] Tet 610 | GBs | OG ; ‘ | OOF |0069] ‘og/"6z 
E ‘1 —] oe't | eto | v | einen: sil | 
= aa will 0'G% - | oe Hd 00€ ‘Wak Sone a O96 wot fooor] ‘6al'sz 
= a 10'Q 610 FE OUG OG ‘OYIRIS O'OE ‘2plas O'OE 
= — ee eee Le 0 Oot JoorZ| ‘sa/ze 
vet SE ) 0 | | - 
a Cre’ eye | 610 Get a 0) | OOL JOOZZTI “22/92 
se + —| cr'¢ | 610 967 | 006 | 0 . 
‘a ory eas @ v3 ut 3S ul | W900 UI 3 ul 
= sur, 3sur/8ur| Su | 3 ur =z ul “OSSU MA yyoTAL 
a , | | seu 
= N | NX | o8uew N  josuow e suniyeN oueutwoues ny _-oumuoul -22 umnjyeq 
S a] | 
= ZUB[ IY P-JUIeS | -u1e -a5jny -lod 
© uasunyJouleg any | -|O¥ oe 
F. -10¥4 
© \ . uswiyeUuUly 
> ” uoqes su ae pie Petes —— SRS 
wanes % ayoquy, 
pepe meer gare cama ~~ ) | " = - Gy 
VOR MYOS ayos a aa geaen ae. se & oc: * 








Emil Abderhalden und Fidel Glamser, 


288 





















































— — 
Tabelle 2. Fortsetzung. 
Kor- Einnahmen Ausgaben 
peiiasinsnidanacheaias nee i anceicniaaeneiehicce N 
wis per- | Aufge- Harn- Kot- Ge- B k 
atum | ge- Jnomme- ; _Ip: emerkungen 
wicht| nes Aufgenommene Nahrung N menge| N menge | nN | samt Bilanz 
Wasser | N 
in g}in ccm in g in g}in ccm; in g | in g | in g/ ing |] in g 
18,0 Fleisch, 20,0 Seide, | | | 
10./11.11..5720} 100 25,0 Starke, 20,0 Trauben- | 5,0 65 | 3,93 |X 50,0} 0,66} 5,59 |— 0,59 
zucker, 20,0 Fett | | | 
11./12. | 5800] 100 desgl. | 5,0 60 | 3,85 | 0,34} 4,19 ]14-0,81 
_ R | 
_ | 12,0 Fleisch, 25,0 Seide, | | | | | 1,5¢ Fleischstickstoff 
12./18. ]5850}] 100 25,0 Starke, 20,0 Trauben- | 5,0 65 | 3,92 | 7480) 0,34) 4,26 |4-0,74] | 
zucker, 20,0 Fett | | | | | 3,5» Seidenstickstoff 
| | | | 
13./14. }5800} 100 | desgl. | 5,0 | 130 | 6,06 |X] 0,34 | 6,40 |— 1,40 
| | | | 
14./15. |5900} 100 | > | 50] 70 | 5,39 V9 0098) 5,95 | 0,95 
; -DU,U | 
15/16. [5620] 100 | > 50} 80 | 507 Xf 7 | 0,56] 5,63 | 0,63 
| | j | 
| 8,0 Fleisch, 27,0 Seide, | 1.0 ¢ Fleischstickstoff 
16/17. ]5570| 100 | 25,0 Starke, 20,0 Trauben- | 5,0] 65 | 4,23 X 57,0 1,08) 5,31 |—o,31f 8 SnSUCRSION 
zucker, 20.0 Fett | | 4,0» Seidenstickstoff 
17./18. ]|5620] 100 | desgl. 50] 80 | 5.22) Y,. | 0,66) 5,88 |—0,88 
18/19. ] 5520] 100 | > 5,0 80 | 4,76 [Xf ’ | 0,66 5,42 |— 0,42] Durchfall 
19./20. ]5470} 100 | 50} 60 | 295 X 50,0) 1,26 421 |4+-0,79] > 
20/21. 15400 100 | :, 30 | 1,85 |X 40,0] 0,76| 261] 2 |*ulteraufnahmever- 
| weigert. Durchfall. 
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mischen von solchen ausgefiihrt. Selbst bei Zufuhr von ganz 
enormen Stickstoffmengen gelang es nie, die Versuchstiere 
vor Korpergewichtsverlust zu bewahren. Die Stickstoffbilanz war 
stets negativ und innerhalb der iiblichen Zeit traten die Erschei- 
nungen des Hungerstoffwechsels auf. In tiberzeugender Weise 
mufte allein schon der Versuch, wonach es gelingt, einen Hund 
mit tief abgebautem Casein im Stickstoffgleichgewicht zu halten, 
nicht aber mit dem gleichen Praéparat, dem das Tryptophan 
weggenommen worden ist, beweisen, dafi das vollstiindige Ge- 
misch von Bausteinen fiir Eiweif eintreten kann. Wir haben 
zum Uberflu8 noch weitere Versuche mit vollstindig abgebauter 
Seide ausgefiihrt. Sie zeigen, daB es nicht gelingt, Hunde mit 
einem solchen Produkte, dem manche Bausteine, die den K6rper- 
eiweifstoffen und auch den gewohnlichen Nahrungseiweifstoffen 
zukommen, fehlen, zu erniihren. Bei dem einen Versuche 
gliickte es, das Versuchstier drei Wochen mit Seide +- Starke 
-- Traubenzucker —+- Fett zu fiittern. Das zweite Versuchstier 
zeigte Erbrechen, wenn ihm die abgebaute Seide in fester oder 
fliissiger Form verabreicht wurde. Wir gaben dem zweiten 
Hunde deshalb einen Teil des Stickstoffs in Form von Fleisch. 








Einige Bemerkungen iiber proteolytische Fermente. 
Von 
Dr. K. Hirayama. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 





(Der Redaktion zugegangen am 7, Marz 1910.) 


Die Untersuchungen von Takemura’) haben die von 
A. Kossel und A. Mathews gefundene Tatsache, daB das 
reine Pepsin gewisse Protamine nicht angreift, im Prinzip be- 
stéatigt. Doch zeigten sich hierbei einzelne Erscheinungen, welche 
nicht anders zu erkliren sind, als durch die Annahme, dai 
den kiuflichen Pepsinpréparaten unter Umsténden andere in 
saurer LOsung wirksame Fermente beigemischt sind, welche 
eine Hydrolyse des Clupeins herbeifiihren k6nnen. 

In Anbetracht der weiten Verbreitung solcher Gewebs- 
fermente, die in saurer Losung eine tiefgreifende Proteolyse 
herbeifiihren — wie z. B. der Hedinschen Lieno-f-protease —, 
wire diese Tatsache nicht merkwirdig, denn die kéauflichen 
Pepsinpriiparate werden aus Gewebsextrakten dargestellt. Auf- 
fallend ist jedoch die Beobachtung Takemuras, daf auch der 
Fistelmagensaft eines Hundes sich so verhielt, als ob er eine 
«B-Protease» im Sinne Hedins, d. h. ein in saurer Lésung tief- 
greifend proteolytisch wirksames Ferment enthielte (Versuch 6). 

Diese Tatsache schien einer weiteren Untersuchung zu 
bediirfen und ich habe daher auf Veranlassung von Professor 
A. Kossel einige Versuche hieriiber angestellt. 

Ich benutzte fiir diese Versuche nicht Protamin, sondern 
Eieralbumin und bemiihte mich, zwei verschiedenartige Ferment- 
wirkungen in derselben Lésung nebeneinander zu verfolgen, 
deren eine vorwiegend fiir das Pepsin, deren andere vorwiegend 
fiir die B-Protease charakteristisch ist. Die erste ist die Lésung 
des EiweiBes, beobachtet nach dem Verfahren von Mett; die 
zweite die Bildung von Carboxylgruppen durch weitere Spaltung, 
gemessen durch die Formoltitrierung nach Soérensen. 

Ich bemiihte mich fernerhin, die Versuchsbedingungen so 
zu variieren, daB sie bei gewissen Versuchen fiir das Pepsin, 


') Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 201. 
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bei anderen fiir die B-Protease giinstiger waren. Hierbei ging 
ich von der Annahme aus, dali das Optimum der Pepsinwirkung 
bei anderen Aciditatsverhdltnissen liegt, als das der B-Protease. Ich 
stellte einige Versuche an bei Gegenwart von Salzsiiure, andere 
bei Gegenwart von Phosphorsaure, Milchsaéure und Essigsaure. 

Von einer groferen Zahl von Versuchen will ich nur 
einige anfihren. 


Versuch I. 
Pepsin Griibler (0,3°/o) und Eieralbumin. 








Verfahren nach Mett |Verfahren nach Sérensen*) 


Bezeichnung der (Millimeter) (Milligramm Stickstoff) 
Saiure Nach Nach Nach | Nach 


6 Stunden | 24Stund.] 6 Stunden 24 Stunden 











Salzsiiure 0,2°Jo 24 | 90 21 3,76 

Phosphorsaure 0,2 °/o 0.9 | 5,0 1,8 3,1 

Milchsaure 0,2 °/o Spur | 1,4 1,2 2,66 

Essigséure Q,2°/of Veranderung | 0,7 0,75 1,65 
nicht bemerkbar| 


*) Die hierzu benutzte Albuminlésung wurde bereitet, indem ich 
25 ¢ kiufliches Eieralbumin (Merck) mit 11 Wasser 1 Stunde schiittelte 
und sodann filtrierte. Das klare, leicht gelbliche Filtrat enthielt 0,27 °/o 
Stickstoff. Zu dieser Lésung fiigte ich die in der ersten Kolonne an- 
gegebenen Séuren hinzu. 
Versuch II. 
Pepsin Merck (0,3°o) und Eieralbumin. 




















Formoltitration nach 
Sérensen*) 

(Millimeter) (Milligramm Stickstoff) 

Saure Nach | Nach Nach Nach 

6 Stunden 24Stunden]6 Stunden 24 Stunden 


Verfahren nach Mett 
Bezeichnung der 











Salzsiure 0,2%o 28 | 11/4 24 | 38 
Phosphorséure 0,2 °/o 0,38 | 4,9 1,7 3,3 
Milchsaéure 0,2 °/o Spur | 1,9 1,5 | 3,6 
Essigsiure 0,2 %o > | 1,0 1,1 | 2,8 


*) Die Albuminlésung war die in Versuch I benutzte. 


Diese Versuche beweisen die Gegenwart einer B-Protease 
neben dem Pepsin zwar nicht mit Sicherheit, machen sie jedoch 
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sehr wahrscheinlich, denn sie zeigen, daf bei Ersatz der freien 
Salzsiure durch Milchsaure oder Essigséure das EiweifSlésungs- 
vermogen offenbar schneller abnahm, wie die Bildung freier 
Carboxylgruppen aus dem gelésten Eiweifi. Eine wirkliche Be- 
weiskraft besitzt jedoch der folgende Versuch, welcher mit dem 
Fistelmagensaft vom Hunde angestellt wurde. 


Versuch III. 


Fistelmagensaft vom Hund und Eieralbumin. 








Verfahren nach Mett {Verfahren nachSérensen**) 


Bezeichnung der (Millimeter) (Milligramm Stickstoff) 
Siure *) Nach Nach Nach Nach | . 


6 Stunden | 24 Stunden] 6 Stunden 24 Stunden 





A. Salzsiiure | " | , 
(0,266) 1,8 | 7,1 1,1 | 2,1 
| | 
B. Phosphorsiure 1,4 6,0 2,1 | 4,2 








*) Die freie Saéure des Fistelsaftes wurde mit Natronlauge neu- 
tralisiert. Dann fiigte ich bei A Salzséiure bis zur urspriinglichen Aci- 
ditt, bei B die aquivalente Menge Phosphorsiiure hinzu. 

**) Die Albuminlésung war ebenso wie in den vorhergehenden 
Versuchen bereitet worden. 

Hier sind zwei Versuchsreihen A und B einander gegeniiber- 
gestellt, deren eine bei Gegenwart von Salzsiure, deren andere 
bei Gegenwart der iiquivalenten Menge Phosphorsiaure ausge- 
fiihrt war. Beim Ersatz der Salzséiure durch Phosphorsaure 
war die eine Fermentwirkung, némlich die Lésung des Eiweibes, 
gesunken, hingegen die andere, nimlich der Zuwachs der Car- 
boxylgruppen, gestiegen. Dies Ergebnis stimmt mit der An- 
nahme tiberein, daB im sezernierten Hundemagensaft unter ge- 
wissen Umstinden neben dem Pepsin ein zweites in saurer 
Losung nach Arten der B-Proteasen wirksames Ferment vor- 
handen sein kann, dessen Wirkungsoptimum bei anderen Aci- 
ditatsverhiltnissen liegt, als das des Pepsins.!) Es ist somit 
im Einklang mit den Versuchsresultaten von Takemura. 

‘) Aus einem Versuch von Hahn und Geret (Zeitschrift f. Biologie, 
Bd. XL, 8. 147, Vers. IV) scheint sich zu ergeben, da auch bei der 
Endotryptase der Hefe Phosphorsiure giinstiger wirkt wie die aqui- 
molekulare Menge Salzsiure (0,2 °/0). 
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Uber das Vorkommen von Betain in den Knollen des 
Topinamburs (Helianthus tuberosus). 
Von 


E. Schulze. 





Aus dem agriculturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ztirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1910.) 


Vor einer Reihe von Jahren habe ich nachgewiesen, ') 
dab der Saft der Knollen des Topinamburs (Helianthus tube- 
rosus) neben Asparagin auch Arginin enthilt. Versuche, 
die vor kurzem zur Ausfiihrung gelangten, zeigten uns, dab 
diese Knollen auch Betain, C,H,,NO,, enthalten — eine Tat- 
sache, die meines Wissens bisher nicht bekannt war. Das Be- 
tain wurde aus dem Niederschlage isoliert, der durch Phos- 
phorwolframséiure in dem wisserigen, durch Versetzen mit 
Bleiessig gereinigten Extrakte hervorgebracht worden war. Die 
Verarbeitung dieses Niederschlages erfolgte in der friiher von 
mir?) beschriebenen Weise; das Betain und das neben ihm 
sich vorfindende Cholin wurden in Quecksilberdoppelsalze tiber- 
gefiihrt, letztere sodann aus Wasser umkrystallisiert. Die bei 
Zerlegung dieser Doppelsalze mittels Schwefelwasserstoff er- 
haltene Lésung wurde eingedunstet, der krystallinische Ver- 
dampfungsriickstand im Vakuumexsikkator ausgetrocknet und 
hierauf mit kaltem wasserfreiem Alkohol behandelt. Dabei 
ging salzsaures Cholin in Lésung, wéhrend salzsaures Betain 
zuriickblieb. Beim Umkrystallisieren aus Wasser bildete dieses 
Salz groBe, luftbestindige Krystalle, die im Aussehen mit salz- 
saurem Betain anderer Herkunft vollkommen tibereinstimmten. 

Die Identitét der auf diesem Wege gewonnenen Base 
mit Betain ergab sich mit Sicherheit aus der unter Mitwirkung 
von Dr. G. Trier von mir ausgefiihrten Untersuchung ihres 


') Landwirtschaft. Versuchsstationen, Bd. XLVIII, 5. 45. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S, 155. 
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Chloraurats, ihres Chlorplatinats und ihres Pikrats. Zur Dar- 
stellung des Chloraurats versetzten wir die wdasserige Lisung 
des salzsauren Salzes mit Goldchlorid; der dabei entstandene 
krystallinische Niederschlag wurde abfiltriert, mit kaltem Wasser 
etwas ausgewaschen und nun zuerst auf einer Tonplatte, dann 
im Exsikkator getrocknet. Die Krystalle schmolzen gleichzeitig 
mit einem in der gleichen Weise aus einem Betainpraparat 
unserer Sammlung dargestellten Chloraurat.!) Eine Goldbe- 
stimmung gab folgendes Resultat : 

0.2449 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,1058 g Au = 43,2°/o Au. 

Die Theorie verlangt fiir Betaingoldchlorid einen Gehalt 
von 43,14°/o Au. 

Das Chlorplatinat, dargestellt durch Versetzen einer LOsung 
des salzsauren Salzes in verdiinntem Weingeist mit einer al- 
koholischen Platinchloridsolution, besab nach dem Umkrystalli- 
sieren aus Wasser das gleiche Aussehen wie ein Betainplatin- 
chloridpriiparat anderer Herkunft. Eine Platinbestimmung gab 
folgendes Resultat: 

0.2270 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0/0688 g Pt = 30,31°/o Pt. 

Die Theorie verlangt fiir Betainplatinchlorid einen Ge- 
halt von 30,3°/o Pt. 

Zur Darstellung des Pikrats wurde die wasserige LOsung 
des salzsauren Salzes mit einer Natriumpikratlosung versetzt. 
Nach kurzer Zeit schied sich das Pikrat der Base in feinen 
Nadeln aus. Es schmolz gleichzeitig mit dem aus einem Betain- 
praparat unserer Sammlung hergestellten Pikrat und stimmte 
mit letzterem auch im Aussehen vollkommen itberein. 

Diese Versuchsergebnisse fiihren zu der Schluffolgerung, 
dafi die in der oben beschriebenen Weise aus den Topinam- 
burknollen dargestellte Base Betain war. Was die Ausbeute 
betrifft, so ist zu erwahnen, da’ wir aus 25 kg frischer Knollen 
ungefiihr 2 g salzsaures Betain erhielten. 





') Beim Umkrystallisieren des Betaingoldchlorids erhalt man be- 
kanntlich bisweilen Krystalle, die einen geringeren Goldgehalt besitzen und 
auch in bezug auf den Schmelzpunkt Abweichungen zeigen. Wir ver- 
weisen auf die von R. Willstatter (Berichte d. D. Chem. Gesellschaft, 
Bd. XXXV, S. 3700) gemachten Angaben. 
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Zur Kenntnis des Pepsin-Glutinpeptons. 
Von 
M. Siegfried und H. Schmitz. 


(Aus der chemischen Abteilung des physiologischen Instituts der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1:10.) 


Im Jahre 1904 ist unter der Leitung des einen von uns 
von Scheermesser!) mittels der EKisenmethode ein Pepsin- 
Glutinpepton dargestellt worden, das relativ einfach zu sein 
scheint und deshalb zu weiterer Untersuchung’ besonders ein- 
ladet. Von Scheermesser wurden eine Reihe von Tatsachen 
aufgefunden, welche fiir die Einheitlichkeit des Peptons sprechen. 
Khe wir an weitere Untersuchungen des Peptons herantraten, 
stellten wir uns die Aufgabe, von neuem die Einheitlichkeit 
desselben zu priifen; es war dies besonders deshalb geboten, 
weil inzwischen in der fraktionierten Fillung mit Hilfe der 
Carbaminoreaktion ein neuer und ausgezeichneter Weg fiir 
diese Priifung gegeben war. 


I. Darstellung des Peptons. 


Die Darstellung geschah im allgemeinen wie friiher. Aus- 
gangsmaterial war die beste Marke Hautgelatine von Theuer- 
kauf und Scheibner in Leipzig. 1 kg Gelatine, 15 1 Wasser, 
245 com 25°/oiger Salzsiure, 5 g Pepsin Griibler, Toluol. 
Die Verdauungsfliissigkeit wurde Tag und Nacht ununterbrochen 
geriihrt. Nach je 5 Tagen weitere 5 g Pepsin. Sobald die 
Losung Kongopapier nicht mehr bléute (in der Regel nach 
3 Tagen) wurde soviel 2°/oige Salzsiure zugesetzt, bis die 
ganze Flissigkeit 0,3°/o freie HCl enthielt. Nach 8 Tagen wird 
die Kongoreaktion wieder sehr schwach, es wird soviel 2°/oige 





') Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 68 (1904). 
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Nalzsiure zugegeben, bis der Gehalt an freier Salzséure 0,2°/) 
betriigt. Nach abermaligem Verschwinden der Kongoreaktion 
(nach weiteren 12 Tagen) wird die Fltssigkeit durch Zusatz 
2°/oiger Salzsiure auf einen Gehalt von 0,1°/o freier Salzsiiure 
gebracht. Nach 30 Tagen wird meist die Maximalausbeute an 
Pepton erhalten. 

Die Kontrolle der Verdauung, d. h. die approxima- 
tive Bestimmung des wihrend der Verdauung gebildeten Pep- 
tons wurde wie friiher durch Titration mit Ferriammonsulfat 
in ammonsulfatgesiittigter LOsung vorgenommen, jedoch war 
diesmal die Titerfliissigkeit durch Auflésen von 10 g Ferri- 
ammonsulfat und 200 g Ammoniumsulfat in 250 ccm Wasser 
hergestellt. 

Bei der weiteren Verarbeitung der Verdauungslésung 
wurden keine Abweichungen vorgenommen. Das als schnee- 
weibes Pulver gefillte, mit absolutem Alkohol sorgfaltig ge- 
waschene und tiber Schwefelsiure getrocknete Pepton wurde 
umgefallt, indem auf 10 g Pepton 20 ccm Wasser und 1 ccm 
25°/oiger Essigséure zur LOsung verwendet wurden, und diese 
mit 15 eem absoluten Alkohols vermischte Lésung in 2 | ab- 
soluten Alkohols verriihrt wurden. 

In 4 Darstellungen wurden an umgefalltem Pepton er- 
halten: 1. 25 g, 2. 40 g, 3. 35 g, 4. 35 g. 


II. Beweise der Einheitlichkeit des Pepsin-Glutinpeptons. 


1. Die Priparate der verschiedenen Darstellungen be- 
sitzen die gleiche elementare Zusammensetzung, 
welche mit der der von Scheermesser darge- 
stellten Priparate tibereinstimmt. 


Analysen. 


Die auf Schiffchen abgewogenen Substanzmengen werden 
zunichst im Vakuum iiber Schwefelsiure mehrere Tage ge- 
trocknet. —- Wird die in gréBeren Mengen nach dem Absaugen 
erhaltene Substanz tiber Schwefelsdéure im Vakuum getrocknet 
und dann gleich im Schiffchen bei 70°, so kommt es vor, dab 
infolge der Anwesenheit von Alkohol eine teilweise Veresterung 
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eintritt. — Hierauf wird im Siegfriedschen Trockenapparate 

unter Verwendung von Athylalkohol als Siedemittel bis zum 

konstanten Gewichte getrocknet. Konstanz des Gewichtes wird 

angenommen, wenn innerhalb 48 Stunden die Differenz der 
Gewichte héchstens 0,0002 g betragt. Alle Wagungen geschehen 
im geschlossenen Wagegliischen. 

Bei den Verbrennungen wird eine ca. 10 cm lange Schicht 
gekornten, im Wasserstoffstrome reduzierten Kupfers im Rohr 
eingelegt, jedoch vor dieselbe nach den AbsorptionsgefaBen zu 
wieder eine Schicht Kupferoxyd. 


I. Darstellung. 


1. 0,3328 g Substanz erfordern 41,2 ccm 1/10-S. 
2. 0,2250 >» > > 27,50 » » 

i 3, 0,1868 » > gaben 0,3270 g CO, und 0,1120 g H,O. 
4. 0,1144 » > > 01996 > » » 0,0708> >» 


I]. Darstellung. 
5, 0,2604 g Substanz erfordern 32,1 ccm ®/10-S 


6. 0,2466 » > > 30,1 « > 
7. 0,1820 » > gaben 0,3181 g CO, und 0,1098 g H,0. 
8. 0,1244 » . »  0,2166>» » » O00734> » 


Ill. Darstellung. 
9. 0,3468 g Substanz erfordern 43,5 ccm /10-S. 
10. 0,2968 » > gaben 0,5195 g CO, und 0,1698 g H,0. 
! IV. Darstellung. 


11. 0.1294 g Substanz erfordern 16,2 ccm ¥/10-S. 
12. 0.1268 >» » gaben 0,2162 g CO, und 0,0776 g H,0. 








13. 0,1520 » > » 0,2658 >» » » 0,0910> >» 
| [Dar | IL Dar- | UL Dar- | IV. Dar- 
7 | | | Mittel 
stellung | stellung | stellung stellung 


| 





H 6,71; 6,94 6,75; 6,5 5; 6,70 6,69 
? N | 17,33; 17,11 17,25; 17,04 17,56 17,53 17,30 





| 
‘ SF -_ | "a | - Fe FF Oe 
C 47, 74; 47,71 7 67; 47,49 | 47,74 | #2 7,49; 47,69 47,65 
5 


Im folgenden sind die Werte zusammengestellt, welche 
Scheermesser bei umgefiallten Priaparaten erhalten hat.!) Bei 
Parallelanalysen ist der Durchschnitt der Resultate angegeben. 





,) Lc. §. 8. 
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Ill. Darstellung IV. Darstellung {V. Darstellung 
Ein- Zwei- Drei- | Ein- | Zwei- | Drei- | Ein-  Zwei- 
(@ mal mal mal | mal mal | mal | mal mal Mittel 
umge- umge- umge-]umge- umge- umge-|umge- | umge- 
fallt fallt fallt fallt fallt fallt fallt | fallt 
c 47,88 47,87 47,82] 47,63 47,93) 47,73] 47,97) 48.01] 47,85 
H 6,81 6,85 6,70] 6.66. 6,78) 6,67] 668 6,74] 6,74 
N 16.81 16,78 17,36] 17,11 17,06) 17.03] 16,77 16,45] 16,92 














Wir sind uns bewuBt, da® die Ubereinstimmung der ele- 
mentaren Zusammensetzung allein nicht die Reinheit des Pep- 
tons beweist, da die Zusammensetzung der durch Verdauung 
erhaltenen Peptone micht sehr verschieden ist. Immerhin ist 
es nicht wahrscheinlich, dafi bei 12 in 7 verschiedenen Ver- 
dauungsversuchen erhaltenen Praiparaten Gemenge von iiber- 
einstimmender Zusammensetzung erhalten werden. 

Hierzu kommt, dal} die Baryumwerte der nach der friiher 
gegebenen Vorschrift dargestellten Baryumsalze der Praparate 
aller Darstellungen tibereinstimmen. 

Zur Darstellung dieser Baryumsalze mub genau nach fol- 
gender Vorschrift verfahren werden: Das Pepton wird wie zur 
EKlementaranalyse und zur Bestimmung des spezifischen Drehungs- 
vermogens auf Schiffchen erst mehrere Tage tiber Schwefelsiure 
im Vakuum und dann bei 70° im Trockenapparate bis zum 
konstanten Gewichte getrocknet. Vorteilhaft benutzt man gleich 
die zur Bestimmung des spezifischen Drehungsverm6gens ver- 
wendeten Lésungen. In die Peptonlésung wird nach Zusatz 
von etwas Barytwasser so lange, nicht linger, Kohlensdure ein- 
geleitet, bis Lackmuspapier kaum alkalisch reagiert, darauf wird 
aufgekocht und das klare Filtrat im gewogenen Platintiegel 
auf dem Wasserbade eingedampft. Zur Analyse wurden die 
in Platintiegeln eingedampften Baryumsalze bei 70—80° bis 
zum konstanten Gewichte getrocknet. 


I. Darstellung. 


0,3418 g Substanz gaben 0,0583 g BaSO, = 10,04 °/o Ba. 
0,6026 » . >» 01080» +» = 9,74% >» 





i 
~~ 
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Il. Darstellung. 
0,0852 g Substanz gaben 0,0142 g BaSO, = 9,81°/o Ba. 
0,0778 » » » 00134 » = 10,13 /o 
Ill. Darstellung. 
0.4910 g Substanz gaben 0,0850 g BaSO, = 10,19° 0 Ba. 
[V. Darstellung. 
0,4206 g Substanz gaben 0,0708 g BaSO, = 9,91 °/o Ba. 


5 


2. Die Priparate der verschiedenen Darstellungen be- 
sitzen das gleiche optische DrehungsvermdOgen. 


Kine ganz besonders empfindliche Konstante fiir die Pep- 
tone ist das spezifische Drehungsvermégen. Dasselbe differiert 
fiir die aus verschiedenen Proteinkérpern nach der gleichen 
Methode, der Eisenmethode, erhaltenen Peptone zwischen 
24.5 und 100, also im Gegensatz zur prozentigen Zusammen- 
setzung in sehr weiten Grenzen. Wenn wie bei diesem Peptone 
das spezifische Drehungsvermégen tiber 80° ist, so kann man 
nicht annehmen, dab bei verschiedenen Darstellungen, bei denen 
nur ca. 4°/o des Ausgangsmaterials an Pepton gewonnen werden, 
und die erhaltenen Priiparate zweimal in grobBen Mengen Alkohol 
gefiillt werden, Produkte von gleichem spezifischen Drehungs- 
vermégen erhalten werden, wenn ein Gemenge vorliegt. 

Die Priiparate wurden, wie fiir die Elementaranalyse, bis 
zum konstanten Gewichte getrocknet. Hier ist erst recht die 
grofte Sorgfalt auf sachgemiibes Trocknen zu legen. Die unter- 
suchten Peptonlésungen waren wasserklar und vd6llig farblos. 
Selbst bei 20 em langer Schicht sind die L6sungen von reinem 
Wasser nicht zu unterscheiden. 


I. Darstellung. 


1. c = 3,1420, 1 = 1, t = 20°, a= —2,56° (+0,01), [a], = — 81,47 °. 
2. c = 1,7540, 1 = 1, t= 20°, a= — 144° (+0,02), [a]}, 82,10". 
Il. Darstellung. 

c = 1.9300, 1 = 1, t = 209, a = — 1,57° (+ 0,02), [a}f’ = — 81,35°. 
Ill. Darstellung. 

c = 1,7470, | = 2, t = 20%, a = — 2,84° (+ 0,01), [a]f) - 81,28”. 


IV. Darstellung. 


, 


¢ = 1,4850, 1 = 2, t = 20°, a = — 2.44° (+ 0,02) [a],, = — 82,15°. 
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Nach Beendigung der Untersuchung waren die von den 
einzelnen Darstellungen tbrigen Peptonmengen vereinigt auf- 
gehoben worden. Etwa 1 Jahr nach der Darstellung derselben 
ist dann von dem einen von uns (S.) das optische Drehungs- 
vermogen bestimmt worden: 

¢ = 0,9384, 1 = 2, t = 20°, a = — 1,55° (+ 0,01), [a]?? — — 82,58». 

Das Drehungsvermégen hatte sich also auch nach ca. ein- 

jihriger Aufbewahrung des Peptons nicht geandert. 


3. Die fraktionierte Faillung als Baryumsalze der Pep- 
toncarbonsiuren fiihrt zu gleichem, mit dem Ausgangs- 
material identischem Pepton. 


Die Peptone geben ebenso wie die einfachen Aminosiuren 
die Carbaminoreaktion. Wird diese bei Gegenwart von Baryt- 
hydrat ausgeftihrt, so entstehen allmahlich die Baryumsalze der 
Peptoncarbonsiuren. Die Baryumsalze der einfachen Carbamino- 
siiuren haben verschiedene Léslichkeit. So ist das glykokoll- 
carbonsaure Baryum unter gleichen Bedingungen fast unldslich, 
unter denen das Baryumsalz der Alanincarbonséure ganz in 
Losung bleibt. Auf diese Weise laBt sich Glykokoll vom Alanin 
fast vollkommen trennen.!) Ebenso hat sich die Methode im 
hiesigen Laboratorium zur Isolierung von Leucin, das leicht 
lisliches Baryumcarbaminat bildet, aus der Leucinfraktion be- 
wiihrt. Wie auf Seite 316 gezeigt werden wird, wird die Glu- 
taminsiiure quantitativ als Baryumsalz ihrer Carbaminosaure 
abgeschieden. Der eine von uns arbeitet mit Herrn Schutt 
diese Methode der Trennung von Aminosaéuren systematisch 
aus. Besonders geeignet ist die Methode fiir die Peptonchemie 
dadurch geworden, dal}, wie abgeschlossene, demnachst zu ver- 
Offentlichende Versuche gezeigt haben, aus Peptongemischen 
durch sie Fraktionen erhalten werden, welche verschieden sind, 
namentlich im spezilischen Drehungsvermogen stark differieren, 
wiihrend aus einheitlichen Peptonen identische Fraktionen ge- 
wonnen werden. Deshalb lift sich mit der Methode entscheiden, 
ob ein Pepton einheitlich ist oder nicht. 


‘) M. Siegfried, Berl. Ber., Bd. XXXIX, S. 397 (1906). 
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Fraktionierung eines Peptongemisches mittels der 
Carbaminoreaktion. 


Wir haben selbst noch mit einem Peptongemische, das 
Pepsinglutinpepton reichlich enthielt, einen Versuch angestellt, 
um von neuem zu prifen, ob Peptongemische bei der Frak- 
tionierung mit der Carbaminoreaktion in voneinander verschie- 
dene Produkte zerfallen. 

Roh-Pepsin-Glutinpepton, durch Eindampfen der alko- 
holischen Mutterlauge einer Peptondarstellung im Vakuum er- 
halten, wurde mit 5 g Pepsin-Fibrinpepton vereinigt, in Wasser 
gelst und durch Einriihren in absoluten Alkohol gefallt. Nach 
Absaugen, Waschen mit Alkohol und Trocknen iiber Schwefel- 
-iure im Vakuum wurden 10 g Peptongemisch erhalten. 

c == 1,2040, t = 209, 1 = 2, a = — 1,63° (+ 0,02), [a]f) = 68,52°, 

Zu dieser Bestimmung und den folgenden wurden die 
Substanzen mit den oben fiir das Trocknen des reinen Pepsin- 
(Gilutinpeptons beobachteten Kautelen getrocknet. 

In die Lésung von 8 g des Peptongemisches in 150 ccm 
kalt gesaéttigten Barytwassers wurde unter Eisktihlung Kohlen- 
siure bis zur schwach alkalischen Reaktion eingeleitet, darauf 
wurden 4 g feingepulvertes Baryumoxydhydrat durch Schiitteln 
in der Mischung geldst, wieder Kohlenséure bis zur schwach 
alkalischen Reaktion eingeleitet, wieder mit 4 g Barythydrat 
geschittelt, Kohlenséure eingeleitet und nach Schiitteln mit 
weiteren 7 g Barythydrat abgesaugt und der Niederschlag I 
mit Barytwasser gewaschen. Im Filtrate wurden 2,5 g Baryt- 
hydrat aufgelést, Kohlensiure eingeleitet, dann 2,5 g Baryt- 
hydrat, Kohlensaéure, dann 5 g Barythydrat. Der entstandene 
Niederschlag II wurde wieder abgesaugt und mit Barytwasser 
gewaschen. 

Niederschlag I, Niederschlag II] und das Filtrat wurden 
getrennt bei 40°, unter Zusatz von Ammoniumcarbonat zerlegt, 
die erhaltenen Lésungen der Peptonfraktionen im Vakuum ein- 
gedampft und durch Einriihren in absoluten Alkohol gefillt. 

I. Fraktion. 
¢ = 0,9590, t = 20°, 1 = 2, a = — 1,09°, [a]? = — 56,86°. 
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If. Fraktion. 


¢ = 0,9800, t = 20%, 1 = 2, a =—1,28° (+ 0,01), [a]f” = — 62,76°. 
lil. Fraktion. 
c = 0,7610, t = 20°, 1 = 2, a= — 1,20° (+ 0,01), [aly = — 78,83". 


Man sieht also, dai durch die Fraktionierung mit Hilfe 
der Carbaminoreaktion aus dem Peptongemenge verschiedene 
Produkte erhalten wurden. 


Fraktionierung des Pepsin-Glutinpeptons mittels der 
Carbaminoreaktion. 


| Versuch. Zu der konzentrierten Losung von 10 ¢ 
Pepton der ersten Darstellung wurden 200 ccm kaltgesattigter 
Barytlosung gegeben: Kohlensiiure unter Eiskiihlung bis zur 
schwach alkalischen Reaktion eingeleitet. Nach Zusatz von 
100 eem Barytlésung wurde abgesaugt und mit eisgekiihltem 
Barytwasser nachgewaschen = Niederschlag I. 

Das Filtrat vom Niederschlage I wurde, wie in dem Ver- 
suche mit dem Peptongemische angegeben, abwechselnd mit 
Barythydrat und Kohlensaéure unter Eiskitihlung behandelt; es 
wurden 30g, dann 20 g gepulvertes Barythydrat verwendet 
und schlieBlich vor dem Absaugen 200 ccm gesattigtes Baryt- 
wasser dazugegeben. Das Filtrat vom Niederschlage II wurde 
der Reihe nach mit 30, 30 und 15 g Barythydrat geschiittelt 
und nach jedem Zusatze desselben mit Kohlensiéure fast neu- 
tralisiert — Niederschlag III. 

Aus den Niederschligen I, I] und Ill, sowie aus dem 
Filtrate vom Niederschlage III wurde, wie oben angegeben, 
das Pepton isoliert: es wurden somit 4 Fraktionen erhalten. 

I. Fraktion. 

1. 0.1301 g Baryumsalz gaben 0,0238 g BaSO, = 10,76°/o Ba. 

2. ¢ = 1,7520, t = 20°, l= 1, a= — 1,14°, [a] = — 65,07”. 
Il. Fraktion. 
|. 0.1836 g Baryumsalz gaben 0,0314 g BaSO, = 10,03°/o Ba. 


2. c = 18890, t = 20°, 1 == 1, a= — 1,54°, [aj = — 81,58". 
Il. Fraktion. 
|. 0.1342 g Baryumsalz gaben 0,02224 g BaSO, = 9,82°/o Ba. 


2. c = 2,5310, t = 20°, 1=1, a= — 2,08°, [a] = — 82,18°. 
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[V. Fraktion. 
1. 0,1356 g Baryumsalz gaben 0,0234 g BaSO, = 10,15° Ba 
2, c = 1,6470, | = 20°, 1=1, a = — 1,35, [a]p’ = — 81,96". 

Man sieht, dai das Pepton der ersten Fraktion, deren 
Menge iibrigens nur 0,4 g = 4°/o des zur Fraktionierung ver- 
wendeten Peptons betrug, einen etwas héheren Ba-Gehalt des 
Barvumsalzes und ein wesentlich niedrigeres Drehungsvermégen 
als die Peptone der anderen Fraktionen und das Ausgangs- 
material ({a|,) = — 81,79 g, Ba = 10,05°/o) besab. Spuren 
von Verunreinigungen sind in dieser ersten Fraktion aus- 
geschieden worden, und bei der Empfindlichkeit des spezi- 
fischen DrehungsvermOgens machen sie sich stark geltend. 
Hingegen sind die Fraktionen II bis IV identisch. sie stimmen 
im Baryumgehalt ihrer Baryumsalze sowie im_ spezifischen 
Drehungsvermogen iiberein. 

I]. Versuch. 30g Pepton der II. Darstellung in 600 ecm 
Barytwassers gelost, bis zum I. Niederschlag: Kohlensiiure, 15 ¢g 
barythydrat, Kohlensdure, 15 g Barythydrat, Kohlensaure, 30 g 
Barvthydrat; bis zum Il. Niederschlage: Kohlensiiure, 20 g 
Barythydrat, Kohlensiiure, 20 g Barythydrat, Kohlensiiure, 40 ¢ 
Barythydrat; bis zum Ill. Niederschlage: Kohlensiiure, 25 ¢ 
Barythydrat, Kohlensiiure, 25 g Barythydrat, Kohlensiure, 50 g 
barythydrat: bis zum IV. Niederschlage: Kohlensiéure, 30 ¢ 
Barythydrat, Kohlensiiure, 30 g Barythydrat, Kohlensiiure, 60 ¢ 
barythydrat; bis zum \V. Niederschlage: Kohlenséure, 35 ¢ 
sarythydrat, Kohlensiiure, 35 g Barvthydrat, Kohlensiaure, 70 g 
Barythydrat. 

Aus diesen 5 Niederschlagen und dem Filtrate der fiinften 
wurden durch Zersetzen mit Wasser unter Zusatz von Am- 
moniumearbonat bei 40°, Eindampfen der Peptonl6sung im 
Vakuum, Fallen durch EingieBen in absoluten Alkohol und 
Trocknen tiber Schwefelsiure 6 Fraktionen des Peptons er- 
halten, welche folgende Werte gaben: 

I. Fraktion. 


20 


1. c = 1,1350, t = 20°, 1 = 2, a= —1,50° (+ 0,02), [a]p = — 66,07”. 
2. ¢ = 1,4180, t = 20°, 1 = 2, a = — 1,85° (+ 0,02), [a]? — — 6.23». 
4, 0.2300 g¢ Baryumsalz gaben 0,0406 g BaSO, = 10.899 Ba. 


21" 
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Il. Fraktion. 


1. c = 1,6490, t = 20°, 1 = 2, a = — 2,69° (+ 0,04), [aly = — 81,56”. 
2. 0.2714 g Baryumsalz gaben 0,0462 g BaSO, = 10,02°/o Ba. 

Ill. Fraktion. 
t. ¢ = 1,0640, t = 20°, 1 = 2, a= —1,72° (+ 0,01), [a] = — 80,83”. 


2. 0,1882 g Baryumsalz gaben 0,0319 g BaSO, = 9,98°/o Ba. 
LV. Fraktion. 
0 


1. ¢ = 0,8900, t = 20%, 1 = 2, a = — 1,45°, [af2? — — 81,48. 





2. 01385 g Baryumsalz gaben 0,0237 g BaSO, = 10,07°/o Ba. 

V. Fraktion. 
1. ¢ = 1,2970, t = 20°, ! = 2, a = — 2,08° (+ 0,02), [a]fy = — 80,189 
2. 0,1960 g Baryumsalz gaben 0,0336 g BaSO, = 10,09°/o Ba. 

VI. Fraktion. 
l. ¢ == 1,1090, t = 209, 1 = 2, a= — 1,80° (+ 0,01), [a]f) == — 81,15”. 
2. 0.2121 g Baryumsalz gaben 0,0362 g BaSO, = 10,04°/o Ba. 


Die Ausbeuten an Pepton betrugen bei diesem Versuche : 


I. Fraktion 4 g = 13,5°/o des angewendeten Peptons 








IT. 35 >» = G7 » > 

iT. > 6,5 » = 21,7°/o > > 

LV. 3 = 30 *% > > 

V. > 3,5 > = 11,7%o » > > 

VI 3,5 >» = 11,7% » > > 
Gesamt: 24,0 g = 80°/o > 


Auch hier lieferte die I. Fraktion ein Baryumsalz von 
etwas hdherem Baryumgehalt als der des Baryumsalzes des 
Ausgangsmateriales (10,13°/o), und zwar ist die Differenz sehr 
gering (-+ 0,26), hingegen differiert das spezifische Drehungs- 
vermégen dieser Fraktion wieder bedeutend (— 65,7 statt — 81,3). 

Hingegen sind die II. bis VI. Fraktion v6llig identisch, 
die Baryumwerte der Baryumsalze sowohl wie die Werte des 
spezifischen Drehungsvermogens stimmen unter sich und mit i 
den Werten des Ausgangsmateriales iiberein. 

Also auch bei der so weitgehenden Fraktionierung 
hat sich das Pepsin-Glutinpepton als Individuum er- 


wiesen. 




















A 
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¢+. Die Peptonpraparate der verschiedenen Darstel- 
lungen und Fraktionen besitzen den gleichen Quo- 


; wn GOs ( 4 
tienten wl =). 


: | ee -_ ; 
N fiir intermediire Eiweib- 


spaltungsprodukte eine der wichtigsten, neben dem spezifischen 
Drehungsvermégen wohl die wichtigste Konstante. Er ist sehr 
genau bestimmbar und differiert bedeutend bei den verschie- 
denen Korpern. Fiir Dipeptide wurde er zu 1: 1,63 bis 1 : 1,79 
gefunden,!) beim Tetrapeptid Triglycylglycin 1 : 3,29, bei 
letzterem also ungefiihr halb so grofi wie bei ersterem. Das 
sind also etwa ebensogrofie Unterschiede, als wenn der Kohlen- 
stofigehalt von 2 dhnlichen Verbindungen bei der einen 30 °/o, 
bei der anderen 60°/o betriige. 

Hitte man bei der Hydrolyse eines Eiweifikérpers ca. 4°/o 
des Ausgangsmateriales einer Mischung ahnlicher Korper, etwa 
zweier Aminoséuren, von denen die eine 30, die andere 60°/o C 
besitze, dadurch erhalten, daf man die Hauptmenge der tibrigen 
Spaltprodukte durch eine Fallungsreaktion — entsprechend hier 
der Ausfallung der Albumosen durch Ammoniumsulfat — ab- 
geschieden und die beiden Aminoséuren etwa als Silbersalze 
niedergeschlagen, dann aus den Silbersalzen die Aminoséuren 
und aus diesen wieder die Silbersalze dargestellt, aus diesen 
die Aminoséiuren gewonnen, diese durch Einrihren in grobe 
Mengen Alkohol in feinen Koérnchen gefiallt, sie wieder geldst 
und wieder in Alkohol in feinen Kérnchen gefillt, wer wiirde 
es fiir mdglich halten, dafi das so erhaltene Produkt bei 4 von 
Anfang an verschiedenen Darstellungen jedesmal genau ein und 
dieselben Werte fiir C, etwa 45°/o liefern wiirde? Und dab, 
wenn man dieses Aminosiuregemenge als Baryumsalze ihrer 
Carbaminosduren in eine Reihe von Fraktionen zerlegte, die 
aus den einzelnen Fraktionen gewonnenen Produkte ebenfalls 
wieder 45°/o C bei der Elementaranalyse geben wiirden ? 


Bekanntlich ist der Quotient 


') M. Siegfried und H. Liebermann, Diese Zeitschr., Bd. LIV. 
S. 437 (1908). 
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Nun aber besitzt das Pepsin-Glutinpepton gar den Quo- 
| — ; 
tienten —, d.h. die Zahl x ist 7mal so grof wie beim Glyko- 


koll und etwa 4mal so grof wie bei Dipeptiden, und bei 4 von 
Grund an verschiedenen Darstellungen wurde derselbe Quotient 
gefunden und ebenso bei den 2 durch die Carbaminoreaktion 
erhaltenen Fraktionen, bei denen er bestimmt wurde! 


“) 
2 


; ' ; C 
Bestimmung des Quotienten = 


Auch hier wurden die Substanzen unter den oben an- 
gegebenen Kautelen in einzelnen Schiffchen bis zum konstanten 
Gewicht getrocknet, was unbedingt notwendig ist, um jede Spur 
Ammoniak zu_ beseitigen. 





























CO, 1 
Nx 
me : 3 7 
Pepton der | g CaCO, | ccm 4/;0-Saéure | x 
00210 «| u47Ss|Ss7,00 
1. Darstellung 0.1056 | 741 | 702 
0,1328° | 92.8 6.99 
00330 7,00 
Il. Darstellung . 
0,0468 33,0 7,05 
II. Darstellung 0,0640 | 45,4 | 7,09 
IV. Darstellung 0,0384 26,85 | 6,99 
es i ctahaehaalataaeanaianiaepiiniaaesaials ‘ Pee eee FER, Coenen ees en eee 
HT. Pesktlen der Fallung -” 0,0445 29,8 | 6,65 
Ba-C sibouinepey ion (S. ins 00,0226 15.5 | 6,80 
IV. Fraktion der Fallung ‘le 0,0284 19,6 | 6.90 
Ra-Carbaminopepton (S. 304) 0,0350 24,1 | 6,88 





Durch die sub 1—4 mitgeteilten Resultate ist nun definitiv 
der Beweis gefiihrt, da8 das Pepsin-Glutinpepton ein einheitlicher 
Korper ist. 

Jetzt ist die Méglichkeit gegeben, durch das Studium dieses 
immer noch recht komplizierten Molekiiles einen Schritt weiter 
in der Kenntnis der Konstitutiion des Eiweifes vorzudringen. 
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III. 8-Naphthalinsulfo- und o-Nitrotoluolsulfoderivate des Pepsin- 


Glutinpeptons. 
Die Tatsache, dal} das Pepsin-Glutinpepton den Quotienten 
C ; " 
ee = BA besitzt, kann verschieden erkliirt werden. An und 
i rf 


fiir sich kann dies bedeuten, dafi von 7 N-Atomen eins, oder 
etwa von 21 N-Atomen 3 reagieren. Wir wissen aber, daf 
bei der Carbaminoreaktion auch die Peptidgruppeu bis zu einem 
gewissen Grade reagieren. Trifft also die niichstliegende An- 
nahme, dai im Pepsin-Glutinpepton Peptidgruppen vorhanden 
sind, zu, so wtirde die Zahl 7 ftir x bedeuten, dali von einer 
groBeren Anzahl als 7 N-Atomen eins quantitativ reagiert, also 
eine NH,-Gruppe bildet, und auferdem teilweise die Peptid- 
gruppen. Wenn wir Peptide bei der Hydrolyse von Protein- 
kérpern erhalten, namentlich wenn die Hydrolyse durch Saéuren 
geschieht, so ist damit nicht bewiesen, dafi die Peptidgruppen 
im Ausgangskorper vorhanden sind. Die bestiandige Glycyl- 
glycincarbonséiure besitzt keine Peptidgruppe!) und reagiert 
daher tiberhaupt nicht bei der Carbaminoreaktion.*) Und doch 
entsteht sie tiber den Ester aus dem Glycylglycin, einem Peptid. 

Durch Darstellung des B-Naphthalinsulfo- und Orthonitro- 
toluolsulfoderivates hofiten wir zu erfahren, welche Gruppen 
bei der Carbaminoreaktion an der Bindung der Kohlensiiure 
beteiligt waren. Es war zu erwarten, dab, wenn lediglich 
von 7 N-Atomen das einer Aminogruppe reagiert, auf 7 N- 
Atome auch 1 Naphthalinsulfo- bezw. Orthonitrotoluolsulfogruppe 
in das Molekiil des Peptons eintritt, wahrend, wenn Peptid- 
gruppen bei der Carbaminoreaktion beteiligt sind, 1 Naphthalin- 
sulfo- bezw. Orthonitrotuolsulfogruppe auf mehr als 7 N-Atome 
eintritt. 


8-Naphthalinsulfopepsinglutinpepton. 


Bei der Moglichkeit, fiir hochmolekulare KOrper aus den 
feststehenden Analysenwerten mehrere Formeln zu berechnen, 


') H. Leuchs und W. Manasse, Berl. Ber., Bd. XL, 5S. 3235 (1907). 
‘) M. Siegfried und H. Liebermann, Diese Zeitschrift, Bd. LIV, 
>. 443 (1908). 
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ist es nicht tunlich, Formeln aufzustellen. Wenn wir hier 
die schon von Scheermesser berechnete einfachste Forme! 
C,,H,,N,0,, benutzen, so geschieht dies lediglich, um einen 
Ausdruck der prozentischen Zusammensetzung fiir die Diskussion 
der Versuche zur Verfiigung zu haben. Naeh dem, was oben 
gesagt worden ist, sind auch aus der Tatsache, daf der Quotient 
= ; gefunden wurde, keine Schliisse auf die Berechtigung 
der gerade 7 N-Atome enthaltenden Formel zu ziehen und ist 
etwa anzunehmen, dai die wahre Formel ein Vielfaches dieser 
einfachsten Formel sein miisse. 

Zur Darstellung des B-Naphthalinsulfopepsin-Glutinpeptons 
wurden auf je C,,H,,N,0,, 4 Molektile B-Naphthalinsulfochlorid 
genommen. Die von der iitherischen Losung getrennte alka- 
lische LOsung wurde in verdiinnte Salzsdiure gegossen, wobei 
sich die Substanz als amorphe Kérnchen ausschied. Die ab- 
gesaugte und mit Wasser chlorfrei gewaschene Substanz wurde 
iiber Schwefelsiure bis zum konstanten Gewicht getrocknet. 
Ausbeute 70°/o der Theorie. Léslich in viel heifem Wasser, 
Alkohol, Eisessig, Aceton. Fp. 205—210°. Die Verbindung 
wurde dreimal und zwar aus Peptonpriparaten dreier Dar- 
stellungen hergestellt. 


Analysen. 


Die Substanzen wurden tiber Schwefelséure bis zum kon- 
stanten Gewicht getrocknet und in der Silberschale mit Atz- 
natron (e natrio) und Salpeter verschmolzen. 


1, Darstellung aus dem Pepton der ersten Darstellung: 
0,2476 g¢ gaben 0,1228 g BaSO,. S = 6,81°/o. 
ll. Darstellung aus dem Pepton der dritten Darstellung: 
0,2152 g Substanz gaben 0,1092 g BaSO,. S = 6,97°%o. 
III. Darstellung aus dem Pepton der fiinften Fraktion der zweiten 
Carbaminofraktionierung : 
0,2526 g Substanz gaben 0,1238 g BaSO,. S = 6,73°%o. 
Es berechnet sich fiir C,,H,SO,-C,,H,,.N,0,,: S = 4,19%o. 
> . >» » (C,,H,-SO,), -C,,H,,N,0,,: S == 6,72%c. 


Ks haben also auf die einfachste Formel des Peptons 
berechnet 2 Molekiile B-Naphthalinsulfochlorid reagiert. 
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4-Nitrotoluol-2-sulfopepsinglutinpepton. 


Das Derivat wurde zweimal analog dem f-Naphthalin- 
sulfoderivat dargestellt. 
Der KoOrper ist ldslich in siedendem Alkoho!, Eisessig, 
Aceton. Fp. 165°—170°. 
Analysen der tiber Schwefelséure bis zum konstanten 
Gewichte getrockneten Substanz: 
|. Darstellung aus Pepton der ersten Darstellung : 
0,3688 g Substanz gaben 0,1714 g BaSO,. S = 6,38. 
Il. Darstellung aus Pepton der dritten Fraktion der zweiten Carbamino- 
fraktionierung : 
0,2452 g Substanz gaben 0,1174 g BaSO,. S = 6,57° 0. 
S berechnet fiir (C,H,NO,CH,SO,), - C,,H,;N,0,, == 6,58°%/o. 
Sowohl die Analysen des Naphthalinsulfoderivates als die 
des Nitrotoluolsulfoderivates haben somit ergeben, dai 2 Mole- 
kiile der Chloride auf 7 Atome N des Peptons reagiert haben, 
also ein Resultat, das mit keinem der beiden erwarteten tiber- 
einstimmt. Hieraus ist zu schlieBen, dab noch andere als 
NH,-Gruppen des Peptons, welche die Carbaminoreaktion geben, 
mit den Chloriden reagiert haben; es ist an Hydroxylgruppen 
zu denken, dabei aber zu beriicksichtigen, dal} die Tyrosin- 
cruppe dem Pepsinglutinpepton fehlt. 


IV. Hydrolyse des Pepsin-Glutinpeptons durch Schwefelsaure. 


1. Der durch Phosphorwolframsaure fallbare und nicht 
fallbare N. 

Es ist nicht angangig, den nach der sog. Hausmann- 
schen Methode erhaltenen, durch Phosphorwolframsaure fall- 
baren Stickstoff als den Stickstoff der Hexonbasen in Rechnung 
zu setzen; denn wir wissen nicht, was dieser Phosphorwolfram- 
sdureniederschlag enthalt. Wohl aber ist die von dem einen 
von uns modifizierte Methode sehr geeignet, um in den Werten 
des durch Phosphorwolframsiure fallbaren und nicht fallbaren 
Stickstoffs wertvolle Konstanten fiir das Ausgangsmaterial zu 
schaffen. Allerdings ist es notwendig, genau die vorgeschrie- 
benen!) Bedingungen einzuhalten. 


') M. Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLII, 5. 57 (1904). 
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2g Pepton wurden auf Schiffchen verteilt im Apparate 
unter Anwendung von Alkohol als Siedemittel bis zum kon- 
stanten Gewichte getrocknet. Dies ist auch hier notig, um 
das Pepton sicher ammoniakfrei zu erhalten. 

Mit 50 cem Wasser -}+- 25 g konzentrierter Schwefelsaure 
12 Stunden am Riickflubkiihler gekocht: auf 200 ccm aufgefiillt. 
1. 10 cem der Lésung verbr. nach Kjeldahl] 12.3 cem %/r10-S \ 12,4 cem 
2. 10 | 12,5 >»  » Sim Mittel. 

Korrektionswert: 500 ccm der Multerlauge erfordern a) 8.3 ecm, 
hb) &1 cem, im Mittel fiir 1000 cem 16,4 ecm. 
1. 40 ccm der Spaltungslosung erfordern im Niederschlage 12,2 com "10-S 

im Filtrate 36,5 
2 | . » Niederschlage 12,3 
im Filtrate 36,7 

Niederschlag im Mittel: 12,25 ccm. Korrektion fiir 100 ccm Filtrat 
and 50 cem Waschfliissigkeit -+- 2,05 ccm. 

Korr. ccm fiir Niederschlag 14,3 cem == 28,8°/o vom Gesamt-N. 

Filtrat im Mittel 36,6 ccm, Korrektion — 2,05 ccm = korr. 34,55 ecm 
= 69,7°/o vom Gesamt-N. 

NH,-N wurde ebenso wie friiher von Scheermesser 
nicht gefunden. 


2. Isolierung und Bestimmung der Spaltungs- 
produkte. 


Erste Spaltung. 20g Pepton der III. Darstellung mit 
der Mischung von 150 ccm Wasser und 75 g konzentrierter 
Schwefelséure 12 Stunden am RiickfluBkiihler erhitzt. Nach 
Verdiinnen mit ca. gleichem Volumen Wasser von Spuren Humin- 
substanzen filtriert und auf 500 ccm aufgefiillt. 

Gesamt-N: je 5 cem erfordern a) 24,6 ccm, b) 24,3 ecm, c¢) 24,5 ccm, 
d) 24,3 cem: im Mittel 24,43 ccm /10-S. 

Der Rest der Lésung (480 ccm) wurde auf 1440 ccm 
mit Wasser verdiinnt, sodafi die Lésung 5°/o Schwefelsaure 
enthielt. Mit zunachst 50 ccm 10°/oiger, dann 200 cem 30°/oiger 
und schlieBlich 20 cem 10°/oiger Phosphorwolframsiurelésung 
gerade ausgefallt, das Ganze auf dem Wasserbade erwarmt, 
nach 16stiindigem Stehen bei 20° abgenutscht, mit 200 ccm 
5°/oiger PWS + 5°/oiger H,SO, ausgewaschen. Der PWS- 
Niederschlag unter Zusatz von Ammoniak in Wasser auf dem 
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Wasserbade gelist, mit Barythydrat im geringen Uberschusse 
versetzt, Niederschlag aogenutscht, mit heiBem Wasser aus- 
gewaschen, zweimal von der Nutsche genommen uud mit 
heiBem Wasser verrieben, wieder abgenutscht, mit heifem 
Wasser ausgewaschen. Die vereinigten Filtrate und Wasch- 
wisser mit Ammoncarbonat vom geringen Barytiiberschusse 
befreit, filtriert, eingedampft, wiederholt mit Wasser eingedampft, 
in Wasser geldst, auf 250 cem aufgefiillt. 
10 ccm der Lésung erfordern nach Kjeldahl: 
a) 26,7 ecm, b) 26,7 cem 4/10-S. 

Arginin-N. Die Bestimmung geschah nach Kossel mit 
Silbersulfat und Barythydrat; der Silberbarytniederschlag wurde 
kjeldahlisiert. 

Je 10 ccm der Lésung gaben eine Silberbarytfallung, die a) 18,4 cem, 
b) 18,6 ecm /1o-S erforderten, im Mittel also 18,5 ccm. 

18.5 - 25 + 500 - 100 

2443 480 
vom Gesamt-N, also rund !/5. Wenn also das Arginin quan- 
titativ aus einem vorgebildeten Argininkomplexe entsteht, so 
miiBte, da das Arginin 4 N-Atome besitzt, das Pepton wenig- 
stens 20 Atome N im Molekiile enthalten, die empirische Zu- 
sammensetzung also etwa der dreifachen Formel der oben 
angefiihrten einfachsten entsprechen. 

Wenn, was nicht bekannt ist, in diesem [alle durch 
Phosphorwolframsaure aufer Arginin nur Lysin gefallt wird, 
betragt, da 69,3°/o Arginin-N von dem durch Phosphorwol- 
framsaure fallbaren N gefunden wurde, der Lysin-N ca. 31°/o: 
es wiirde dann auf 1 Molekiil Arginin 1 Molekiil Lysin kommen. 

Die Isolierung des Arginins und Lysins als Salze ist schon 
von Scheermesser geschehen. 


=e 19.7 9 'y 


Die Verarbeitung des Filtrates vom Phosphorwolfram- 
siureniederschlage. 


Das Filtrat wurde mit Barythydrat (pro analysi, Kahl- 
baum, alkalifrei) in kleinem Uberschusse ausgefallt, der Nieder- 
schlag abgenutscht, sorgfaltig mit heiBem Wasser gewaschen, 
von der Nutsche genommen, mit heifem Wasser verrieben, 
wieder abgesaugt und gewaschen. Die vereinigten Filtrate und 
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Waschwasser wurden mit Ammoniumcarbonat vom Baryt- 
iiberschusse befreit, eingedampft, wiederholt mit Wasser ein- 
gedampft, in Wasser gelist und auf 200 ccm aufgefiillt. 

Wir haben zunachst den prozentischen Stickstoffgehalt 
des in der Lésung vorhandenen Substanzgemenges ermittelt, 
um zu sehen, ob N-reiche oder -arme Aminosiuren darin prii- 
valieren. Zu dem Zwecke wurden parallel je 2 cem der 
Losung in Wigeglischen eingedampft und bei 80° bis zum 
konstanten Gewicht getrocknet, darauf der Riickstand, dessen 
Gewicht also bekannt war, kjeldahlisiert. 

1. 0.1452 g Substanz erfordern 17,0 cem /10-S. N == 16,39°)o. 


5 


2. 0.1430 » > . ga > > > = 16,46%. 

Da die stickstoffreichste Aminoséiure, welche sich in dem 
Filtrate vom Phosphorwolframsiureniederschlag finden konnte, 
das Glykokoll, 18,6°/o N enthalt, deuten diese Zahlen darauf 
hin, daB Glykokoll in groBen Mengen vorhanden sein mubite. 

Hierauf wurde die Lésung (195 ccm) eingedampft und 
der diinne Sirup mit Salzséure gesittigt, mit einem winzigen 
Krystall Glutaminsaéurechlorhydrat geimpft und 14 Tage im 
Eisschrank (++ 4°) aufbewahrt. Das auskrystallisierte Glutamin- 
sdurechlorhydrat wurde auf Glaswolle abgesaugt und mit eis- 
kalter rauchender Salzséure farblos gewaschen. Nach dem 
Trocknen iiber Kalihydrat betrug die Menge 1,7 g. 

Aus der Mutterlauge wurde nach Einengen in gleicher 
Weise 1,5 g Chlorhydrat gewonnen. Zur Identifizierung wurde 
jede Fraktion fiir sich aus Wasser durch Sattigen mit Salz- 
siure umkrystallisiert, abgesaugt, mit rauchender Salzsaure 
gewaschen und itiber Atzkali bis zum konstanten Gewichte ge- 


trocknet. 
I. Fraktion. 
1. 0,2124 g erfordern 12,0 ccm ®/10-S nach Kjeldahl, 
2. Substanz in 20°%/oiger Salzsiure gelést, c = 2,4950, t = 20°, 
1] = 2, a = + 1,16° (+ 0,01). 
Il. Fraktion. 
0,1834 g erfordern 10,2 ccm "/t0-S. 
Gefunden: Berechnet: 
N 7,91 %/0, 7,790 7,64 °/o 


2 es ~‘ . oe 
[aj -+ 28,94° (fir Glutaminsiure berechnet), 
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Angegeben: [a], = E. Fischer und Th. Dérpinghaus') 
-- 30,85° + 28,21° + 31,91°; E. Fischer und R. H. Aders?) 
+. 28,219, Fr. Miller’) + 28,21° 

Im ganzen waren also 3,2 g Glutaminsdéurechlorhydrat 
erhalten worden, das entspricht 0,2292 g N und 164 ccm "/10-S. 

Somit betriigt nach diesem Versuche der Glutaminsaéure-N 
6: a 7,2°/0 vom Gesamt-N. 

195 - 24,43 - 100 - 480 

Das Filtrat vom Glutaminséurehydrat wurde eingeengt 
und ohne vorheriges Sattigen mit Salzsiure im Eisschrank 
aufbewahrt. Die ganze Masse erstarrte zum Krystallbrei. Der- 
selbe wurde abgenutscht, mit Aceton farblos gewaschen, die 
Krystalle aus Wasser -- Aceton umkrystallisiert. Die Analyse 
ergab N = 17,92°/o, Cl = 44,87°/o, berechnet fiir Glykokoll- 
chlorhydrat N = 12,61°/o, Cl = 31,53°/o. Sie erwiesen sich 
chlorammoniumhaltig. Durch wiederholtes Umkrystallisieren aus 
ammoniakalischem verdiinntem Alkohol wurde reines Glykokoll 
erhalten. 

Fp. 240°. Eine mit Glykokoll zusammengeriebene Probe 
gab den gleichen Schmelzpunkt. 

0,1040 g¢ Substanz erfordern 13,7 ccm 4/10-S. 
Gefunden: Berechnet fiir CH, - NH, - COOH: 
N 18,44°/o 18,66°/o. 

Zur vollstandigen Abscheidung des Glykokolls wurde die 
Carbaminoreaktion benutzt. 

Das Filtrat vom Glykokollchlorhydrat wurde mit Silber- 
sulfat, Schwefelwasserstoff, Barythydrat, Ammoniumearbonat 
behandelt; der durch Kindampfen des letzten Filtrates erhaltene 
Riickstand wurde in wenig Wasser geldst, mit 1 | kalt ge- 
sattigter Barytlésung vermischt; in Eis gekihlt, etwas Phenol- 
phthalein, Kohlenséiure bis zur schwach alkalischen Reaktion 
eingeleitet. Mit Barytwasser bis zur schwach alkalischen Reak- 
tion versetzt, 12 Stunden bei 0° stehen gelassen. Nach dieser 
Zeit war die Reaktion wieder schwach alkalisch geworden; 
es wurde wieder Barytwasser zugegeben und abgesaugt, der 











1) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVI, S. 475 (1902). 
?) Diese Zeitschrift, Bd. XXXII], S. 78 (1902). 
3) Diese Zeitschrift, Bd. XXXVIII, S$. 265 (1903). 
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Niederschlag mit halbgesattigtem eisgekiihltem Barytwasser 
gewaschen. Im Filtrate wurde noch 3mal eine Fillung mit 
der Carbaminomethode erzeugt. Aus dem Niederschlage wurde 
lediglich Glykokoll erhalten, das als Kupfersalz identifiziert wurde. 


0.1034 g Substanz verloren bei 110° 0,0080 g an Gewicht und gaben 
0.0358 g CuO. 


Gefunden: Berechnet fiir (CH,NH,COO),Cu -}- H,O: 
H,O 7,740 7,840. 
Berechnet fiir (CH,NH,COO),Cu: 
Cu 29,98 30,090. 


Aus dem Filtrate der letzten Carbaminofiillung wurde 
ein Siuregemisch erhalten, das in einen in absolutem Alkoho! 
nicht oder kaum léslichen Teil und in einen in absolutem Al- 
kohol l6slichen Teil durch wiederholtes L6sen in absolutem 
Alkohol und Fiillen mit Ather getrennt wurde. Der erstere Teil 
ging durch einen Unfall verloren. Von dem letzteren wurden 
sehlieblich 1,65 g¢ der aus der Losung in absolutem Alkohol durch 
Ather gefiillten Substanz, die nach dem Trocknen im Vakuum 
liber Schwefelsiure vollstiindig in absolutem Alkohol loslich 
war, gewonnen. Die L6sung derselben drehte nach links. Nach 
Racemisieren durch Erhitzen mit Barythydrat im Rohr auf 
150°!) wurde aus der regenerierten Saure durch Kochen mit 
anhydrischem Kupferoxydhydrat ein Kupfersalz dargestellt, das 
aus der wiisserigen Losung beim Einengen auskrystallisierte. 
Dasselbe fiirbte sich bereits beim Trocknen tiber Schwefel- 
siiure violett und verlor bei 110° das Krystallwasser. 

Analysen: 

0.1160 g Substanz verloren bei 110° 0,0126 g an Gewicht. 

0,1034 g der bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrockneten 
Substanz gaben 0,1544 g CO,, 0,0520 g H,O und 0,0288 g Cu. 


Gefunden: Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cu -+- 2H,0: 
H,O 10,86 %o 10,980. 
Berechnet fiir C,,H,,N,O,Cu: 
GC 40,812o 41,230 
H 547% 5,490 
Cu —- 22,28 /o 21,81. 


Nach nochmaligem Umkrystallisieren wurden folgende 
Werte erhalten: 
') E. Fischer, Diese Zeitschrift, Bd. XXXII], S. 167 (1901). 
























Zur Kenntnis des Pepsin-Glutinpeptons. 





0.1058 g Substanz verloren bei 110° 0,0116 an Gewicht. H,O == 10,96°%o. 
0.0942 ¢ der bei 110° bis zum konstanten Gewicht getrockneler Substanz 
gaben 0,1412 g CO,, 0.0458 g H,O und 0,0258 g CuO. 
Gefunden: C = 40,87", H = d,42°%o, Cu = 21,88°/0. 

Aus den Analysenwerten und dem charakteristischen Ver- 
halten des Kupfersalzes, beim Trocknen violett zu werden, 
geht mit Sicherheit hervor, da die isolierte Saure Prolin war. 

Zweite Spaltung. Die Aufgabe dieses Versuches be- 
stand in erster Linie darin, die alkoholschwerlésliche Fraktion 
aus dem Filtrate der Carbaminofallung, welche bei der ersten 
Spaltung verloren gegangen war, zu untersuchen. 

10,0386 g iiber Schwefelsiiure getrockneten Peptons mit 
der Mischung von &O0 ccm Wasser und 40 g_ konzentrierter 
Schwefelsiiure 12 Stunden am RiickfluBkihler gekocht, auf 
25 ecm augefiillt. 

Je 2.56 cem erfordern: a) 12,2 ccm, b) 12,3 ccm, im Mittel 12,25 cem 
N/io-S-Gesamt-N. 

Der Rest der Losung (245 ccm) auf 784 ccm mit Wasser 
verdiinnt, mit Phosphorwolframsiure gefallt usw., wie im ersten 
Spaltungsversuche. 

Abscheidung des Glykokolls und der Glutaminsiiure 
mit Hilfe der Carbaminoreaktion. 


Das aus dem Filtrate des Phosphorwolframsdurenieder- 
schlages erhaltene Aminosiiuregewicht in wenig Wasser gelost, 
dazu 600 ccm gesittigtes Barytwasser, Eiskiihlung, Phenol- 
phthalein, Kohlensiéure, 30 g feingepulvertes Barythydrat ein- 
geriihrt. Kohlensdure, Barytwasser bis zur stark alkalischen 
Reaktion, abgesaugt, mit halbgesattigtem Barytwasser gewaschen 
= Niederschlag I. In das Filtrat unter Eiskiihlung 30 g Baryt- 
hydrat verriihrt, Kohlensiéure, 15 g Barythydrat, Kohlensaure, 
Barythydrat bis stark alkalische Reaktion, abgesaugt, mit halb- 
gesattigtem eisgekiihltem Barytwasser gewaschen = Nieder- 
schlag II. Die vereinigten Niederschlage I und II mit Wasser 
unter Zusatz von Ammoniumcarbonat auf dem Wasserbade 
zersetzt, das Filtrat vom Baryumcarbonat eingedampft. Der 
vollig ammoniakfrei eingedampfte Riickstand in Wasser gelost, 
auf 200 cem aufgefiillt. 


5 ecm erfordern 17.3 ccm "10-5. 
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Somit betragt die Menge des Stickstoffes der durch die 
Carbaminofallung abgeschiedenen Aminosduren: 692 ccm, d. i. 
vom Gesamt-N:  —_ 692-250-100 __ 

1225 - 245 

170 ccm der Lésung wurden mit Ammoniak schwach 
alkalisch gemacht, durch abwechselnden Zusatz von Silber- 
nitratlosung und ammoniakalischer Silbernitratl6sung wurde 
das glutaminsaure Silber gefallt, dessen Menge nach Absaugen, 
Auswaschen mit Wasser und Trocknen tiber Schwefelsaure 
3,4180 g betrug. Da der N-Gehalt des Silbersalzes 3,88 °/o ist, 
enthialt die als Silbersalz abgeschiedene Glutaminsdure 0,1326 g N 
= 94,7 cem "lio-S. Also wurden erhalten vom Gesamt-N: 

94.7 «100 + 200 - 250 
1225-170 - 245 

Diese Zahl ist hdher, als die im ersten Versuche erhal- 
tene (7,3), in welchem die Glutaminsaure direkt ohne vorherige 
Abscheidung als Carbaminosalz als Chlorhydrat gewonnen worden 
war. Der Grund hierfiir liegt in der vollstaéndigen Abscheidung 
der Glutaminsaéure als Carbaminosalz. Tatsachlich laiBt sich in 
dem Filtrate des Carbaminobarytniederschlages keine Glutamin- 
siure mit Hilfe der sehr empfindlichen Methode, Fallung durch 
Silbernitrat und ammoniakalische Silberlésung, nachweisen. 

Im ersten Spaltungsversuche war gezeigt worden, dal 
nach Ausfillung mit Phosphorwolframsaéure und Abscheidung 
der Glutaminsaéure durch die Carbaminofallung lediglich Gly- 
kokoll abgeschieden wird. Deshalb darf man die Differenz 
des durch die Carbaminoreaktion gefallten Stickstoffes und des 


Glutaminsdurestickstoffs als Glykokollstickstoff ansehen. 


Q. . rn . 
Glutaminséure-N = wi lil = 114 ccm 9/108, 


245 - 170 


= 57,6 %o. 


oz 93 %e. 





. 692 - 250 
Gesamt-N der Carbaminofallung = “a = 707 ccm 10-5, 
. 245 


also Glykokoll-N: 593 ccm, 
593 - 100 


d. i, vom Gesamt-N: ————— = 49,2 °%/o. 
1225 


Die Abscheidung des Leucins. 
Aus dem Filtrate der letzten Carbaminofallung wurden 
nach Entfernen des Barytes durch Krystallisation mit Alkohol 














Zur Kenntnis des Pepsin-Glutinpeptons. 317 


zwei Fraktionen erhalten, die gleichmaSig in Drusen krystalli- 
siert waren. Das Gewicht beider zusammen betrug 1,35 g. 
Zur Racemisierung wurde die Sdéure mit Barythydrat am Riick- 
fluBkiihler gekocht. Die LOsung der regenerierten Saéure wurde 
wiederholt mit Tierkohle gekocht; schlieBlich krystallisierte die 
Siiure in vollig farblosen, in Wasser schwerléslichen Bliittchen 
aus. Fp. 265°. 

Die LOsung von 0,2 g zu 20 ccm mit 20°/oiger Salzsaure 


erwies sich im 2 dm-Rohr als inaktiv. 
1. 0,1014 g Substanz gaben 0,2034 g CO, und 0,0894 g H,O. 


2. 0,0862 erfordern 6,75 ccm /10-S. 
Gefunden: Berechnet fiir C,H,,NO,: 
C 54,71 °/o 54,96 0 
H = 9,86 9,924 
N 10,96 °/0 10,69 90 


Der Umstand, dafi das Leucin durch Umkrystallisieren 
aus der durch Alkohol abgeschiedenen Substanz, deren Menge 
1,35 g betrug, rein erhalten wurde, macht es wahrscheinlich, 
dah diese 1,35 g fast nur aus Leucin bestanden haben. Diese 
Menge wiirde 8,5°/o des Gesamtstickstoffs entsprechen. Es ist 
aber zu beriicksichtigen, dafB die Saéure wiederholt mit Tier- 
kohle umkrystallisiert werden mufte, um farblos zu werden, 
und dafi die Abscheidung der Rohsiéure durch Alkohol keine 
quantitative ist, sodaB die bei der Hydrolyse entstandene Menge 
Leucin gréfer oder kleiner sein kann. 

Bei der Hydrolyse des Pepsinglutinpeptons wurden somit 
gefunden: 


Arginin-N 19,7 °/o 


Lysin-N == 91° 

(unter der S. 311 gemachten Voraussetzung) 
Glykokoli-N = 49,2/o 
Glutaminséure-N = 9,3°/o 
Leucin 
Prolin. 


Fiir die letzten beiden Aminosiéuren, deren Menge nicht 
exakt bestimmbar ist, die aber einwurfsfrei isoliert wurden, 
verbleibt somit zusammen 12,7°/o N. 


ir 
iw 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXY. 








Derivate von Aminosduren. 


Von 
Emil Abderhalden und Paul Blumberg. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Marz 1910.) 


Es sind bereits eine ganze Reihe von Derivaten von Amino- 
sduren bekannt und manche von ihnen haben eine Bedeutung 
zur Identifizierung und auch zur Isolierung und Reinigung 
von Aminosiuren erlangt. Die meiste Verwendung fand in 
letzter Zeit wohl das B-Naphthalinsulfochlorid. Manche der damit 
gewonnenen Derivate haben sehr gute Eigenschaften, wie z. B. 
das B-Naphthalinsulfo-glycin, andere dagegen erschweren die 
Untersuchung — besonders, wenn kleine Mengen vorliegen — 
dadurch, dafi sie schwerer krystallisieren und oft krystallwasser- 
haltig sind. Dazu kommt, daf es fast unmdglich ist, die B-Naph- 
thalinsulfoderivate zur Trennung von Gemischen von Amino- 
siuren zu verwenden. Vielleicht geben diese Verbindungen 
nach erfolgter Veresterung bessere Resultate. Es erschien uns 
jedenfalls nicht als tiberfliissig, nach Derivaten zu suchen, die 
geeignet sind, aus Harn, aus Korperfliissigkeiten (Blut) usw. 
Aminosduren abzuscheiden und eventuell Gemische zu trennen. 
Wir haben vorléufig Verbindungen mit Dinitrochlorbenzol dar- 
gestellt und ihre Eigenschaften studiert und ferner auch das 
Dinitro-dichlorbenzol in den Kreis unserer Untersuchung ge- 
zogen. Letzteres scheint keine Vorziige gegeniiber dem ersteren 
zu besitzen. Die mit Dinitrochlorbenzol gewonnenen Derivate 
zeigen gute Eigenschaften und lassen sich leicht in analysen- 
reinem Zustande gewinnen. Das gilt jedoch nur fiir den Fall, 
daf man von analysenreinen Aminoséuren ausgeht. Versuche, 
Gemische zu trennen und Aminosduren aus Harn zu gewinnen, 
ergaben keine wesentlichen Vorteile gegeniiber dem B-Naphthalin- 
sulfochlorid. 


Experimenteller Teil. 
Man bringt 1 Molekiil der Aminosaure in fein gepulvertem 
Zustande zusammen mit 2 Molekiilen Natrium- oder Kalium- 
bicarbonat und etwa 10 ccm Wasser in einen Rundkolben und 
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erwarmt bis zur LOsung. Hierauf setzt man 1 Molekiil 1-Chlor- 
2.4-dinitrobenzol, in der 10—15fachen Menge Alkohol warm 
gelést, hinzu und kocht 2 Stunden am Riickflufkihler. Bleibt 
ein Riickstand, so filtriert man heif ab, wascht mit Alkohol 
und verdampft das Filtrat auf dem Wasserbade. Wenn die 
nach dem Vertreiben des Alkohols tibrig bleibende Masse vollig 
erkaltet ist, tibergie}t man sie mit kaltem Wasser und 1aBt 
die Auflésung ohne Zerreiben vor sich gehen. Dann filtriert 
man durch ein Faltenfilter und priift in einer Probe des Filtrates, 
ob beim Zusatz von Salzséure zu der erhitzten Fliissigkeit 
eine Olige Fallung erfolgt oder nicht. Wenn auch in der Hitze 
der Niederschlag fest ist, versetzt man die Fliissigkeit kochend 
mit einem kleinen Uberschu8 von verdiinnter Salzsiure, laBt 
erkalten und saugt ab; schlieBlich wird mit Wasser gewaschen und 
auf Ton abgeprefit. Die weitere Reinigung geschah meist in der 
Weise, daB die Substanz warm in ziemlich viel Eisessig gelést, und 
die Lésung mit soviel Wasser versetzt wurde, bis bei mabiger 
Warme eine Triibung zu erscheinen begann. Diese wurde durch 
schwaches Erwaérmen zum Verschwinden gebracht und die 
klare Lésung 1—4 Tage sich selbst tiberlassen. Die abge- 
schiedenen Krystalle wurden dann abgesaugt, mit Essigsaéure 
und Wasser gewaschen, auf Ton abgepreft und im Vakuum 
im Dampf von siedendem Aceton oder Toluol getrocknet. 


Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf Glykokoll. 
2,4-Dinitrophenyl-glycin.!) 
/\_/NHL- CH,» COOH 
| | 
| | 
NO,” NZNNO, 

Schone goldgefarbte Krystalle vom Schmelzpunkt 205°. 
In kaltem Wasser wenig, in heiBem gut léslich, in Aceton 
sehr leicht, in Methyl-, Athylalkohol und Eisessig in der Kiilte 
bedeutend, in der Hitze sehr gut léslich. Aus Methylalkohol 
mit Wasserzusatz in guten Krystallen zu erhalten. Ausbeute 
ca. 70°/o, roh 85°/o. 

') Diese Verbindung ist bereits von M. Guggenheim, Uber Ortho- 


Nitrophenylglycine und ihre Reduktionsprodukte, Inaug.-Diss., Basel 1907, 
beschrieben worden. 
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0,1745 g Substanz: 0,2537 g CO,, 0,0477 g H,0. 

0.1609 > 24,0 ccm N (18°, 760 mm). 
C.H,O,N, (241). Berechnet: C 39,83°/o, H 2,90°o, N 1 
Gefunden: C 39,65°/o, H 3,03°/o, N 17,1 
Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf Glykoko 

2,4-Dinitrophenyl-glycinester.') 
6,85 g Glykokollesterchlorhydrat werden mit 8,4g Natrium- 
bicarbonat und 10,1 g Dinitrochlorbenzol in ca. 100 cem Alkohol 
2 Stunden lang gekocht. Nach dem Erkalten ist der Alkohol ganz 
von Krystallen erfiillt. Die Flissigkeit wird abgesaugt und der 
Riickstand mit kaltem Alkohol gewaschen. Aus Alkohol griinlich- 
gelbe Nadeln vom Schmelzpunkt 144°. Ausbeute 85°/o. 


7,420. 
_ > 
ri . 


llester. 


Loslichkeit in: kalt heifs 
Wasser sehr wenig wenig 
Methylalkohol wenlg miibig 
Athylalkohol wenilg gut 
Aceton leicht leicht durch Wasserzusatz kurze 
dicke Prismen. 
Kisessig ziemlich leicht leicht. 
0,1679 g Substanz: 0,2775 g CO,, 0,0653 g H,0. 
0.1675 » » 22,2 ccm N (18°, 760 mm). 


(,,H,,0,N, (269). Berechnet: © 44,61°/o, H 4,089/o, N 15,23%o. 
Gefunden: C 45,07°/o, H 4,31°% 0, N 15,51 °/o. 
Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf dl-Alanin. 
2,4-Dinitrophenyl-dl-alanin. 

3 Stunden am Riickflubkiihler zu kochen. Schoéne gold- 
gelbe Blittchen. Schmelzpunkt 178°. Aus absolutem Alkohol 
mit Wasserzusatz umkrystallisiert. Léslichkeitsverhaltnisse ganz 
iihnlich wie beim Glykokoliderivat. Ausbeute 60°/o. 

0,1663 g Substanz: 0,2590 g CO,, 0,0547 g H,0. 
0,1620 » 22,5 ccm N (16°, 758 mm). 
C,H,O,N, (255). Berechnet: C 42,35°%o, H 3,530, N 16,47°/o. 
Gefunden: C 42,47°/o, H 3,65°%o, N 16,36 °/o. 
Einwirkung von Diritrochlorbenzol auf dl-Valin. 
2,4-Dinitrophenyl-dl-valin. 
Prachtvolle goldgelbe Bliittchen. Aus Methylalkohol oder 
Kisessig mit Wasserzusatz umkrystallisiert. Schmelzpunkt 185° 


nach vorhergehendem Sintern. Ausbeute: 85°/o. 


‘) M. Guggenheim, I. c. 
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Loéslichkeit in: kalt heif 
Wasser wenig gering 
Methylalkohol ziemlich leicht — leicht 
Athylalkohol leicht leicht 
Eisessig mabig leicht leicht. 
0,1705 g Substanz: 0,2922 g CO,, 0,0724 g H,0. 
0,1632 » > 20,6 ceom N (16°, 755 mm). 


C,,H,,0,N, (283). Berechnet: C 46,64%o, H 4,599’, N 14,84°o. 
Gefunden: C 46,73°/o, H 4,46°/o, N 14,81 °/o. 
Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf dl-Leucin. 
2,4-Dinitrophenyl-dl-leucin. 

Gelbe Krystalle mit griinlichem Schimmer. Erst aus Eis- 
essig und Wasser, dann aus Alkohol und Wasser umkrystal- 
lisiert. Schmelzpunkt 203°. (Rotfarbung.) Ausbeute: 170°/o. 

Loslichkeitsverhiiltnisse: In Wasser schwer, in Methyl- 
und Athylalkohol und Eisessig in der Kiilte ziemlich leicht, in 
der Warme sehr leicht léslich, in Aceton und Methylithylketon 


leicht ldslich. 
0,1753 g Substanz: 0,3127 g CO,, 0,0810 g H,0. 
0,1545 » > 18.3 ccm N (17.5°, 763 mm). 
C,gH,,0,N, (297). Berechnet: C 48,48%o, H 5,05°/o, N 14.14%o. 
Gefunden: C 48,65°/o, H 5,13°/o, N 13,71°%o. 
Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf Asparagin. 
Gelbe Krystalle vom Schmelzpunkt 191—192° aus Eis- 
essig mit Wasserzusatz. Aus Alkohol kommt die Substanz in 
kleinen Prismen heraus. Ausbeute: 60°/o. 
0,1654 g Substanz: 0,2438 g CO,, 0,0523 g H,0. 
0,1691 » > 27,6 ccm N (18°, 749 mm). 
C,oH,,0,N, (298). Berechnet: C 40,27°/o, H 3,360, N 18,79 %o. 
Gefunden: C 40,20°%o, H 3,51°/o, N 18,68 °/o. 
Einwirkung von Dinitrochlorbenzol auf Histidin. 
Histidin liefert nebeneinander zwei Reaktionsprodukte, von 
denen das eine ein Mono-, das andere ein Biderivat vorstellt. 
1 Molekiil Histidinchlorhydrat wird mit 4 Molekiilen Na- 
triumbicarbonat und 2 Molekiilen Dinitrochlorbenzol in 100 ccm 
Alkohol 4 Stunden gekocht. Der Alkohoi wird verdampft, der 
Riickstand in etwa 500 ecem Wasser gelést und heif} mit ver- 
diinnter Salzsaure gefillt. 
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I. Der Niederschlag gibt, aus Eisessig mit Wasserzusatz 
umkrystallisiert, griinlich-gelbe Krystalle, welche sich im Ka- 
pillarrohr bei 250° zersetzen. 

Wie die Analyse beweist, haben sich hier 2 Molekiile 
Dinitrochlorbenzol mit einem Molekiil Histidin vereinigt. 

0,1660 g Substanz: 0,2700 g CO,, 0,0456 g H,O. 
0,1601 » > 27,6 ccm N (18°, 749 mm). 
C,,H,,0,,.N;. Berechnet: C 44,35°/o, H 2,66°/o, N 20,12°/o. 

Gefunden: C 44,35°/o, H 3,05°/o, N 19,73°/o. 

Il. Das Filtrat gibt nach langerem Stehen lange, pracht- 
voll rote Nadeln, welche schon an der Luft und noch schneller 
beim Trocknen im Vakuum gelb werden. In heifem Wasser 
sind sie ziemlich léslich und lassen sich daraus umkrystallisieren. 

0,1545 g Substanz: 0,2541 g CO,, 0,0506 g H,O. 
0,1636 » > 30,5 com N (16°, 758 mm). 
C,,H,,0,N, (321). Berechnet: C 44,86°%/o, H 3,42%o, N 21,80%o. 
Gefunden: C 44,85°o, H 3,63°/o, N 21,96°/o. 

Das Mengenverhiltnis der Produkte hangt von der Re- 
aktionsdauer ab; nach 8stiindigem Erhitzen ist fast ausschlief- 
lich das Biderivat vorhanden. 


Einwirkung von Dinitro-dichlorbenzol auf dl-Leucin. 


1 Molekiil Leucin wird mit 2 Molekiil Natriumbicarbonat 
und 1 Molekiil Dinitro-dichlorbenzol, wie friiher angegeben, zur 
Reaktion gebracht. Beim Fallen mit Salzséure in der Hitze schied 
sich ein Ol ab, das beim Abkihlen halbfest wurde. Bringt 
man es mit warmem Eisessig durch Schiitteln in Lésung, setzt 
Wasser bis zur Triibung zu und erwarmt, bis alles klar gelost 
ist, so erhalt man beim Abkiihlen schéne kleine, griinlich-gelbe 
Blattchen. Diese schmelzen nach vorherigem Sintern bei 169° 
zu einer klaren, wenig gefarbten Fliissigkeit. Der Schmelzpunkt 
iindert sich nicht, wenn dieselbe Behandlung wiederholt wird. 


Ausbeute ca. 60°/o. 
0,1587 g Substanz: 0,2517 g CO,, 0,0615 g H,O. 
0.1528 » > 16,8 com N (17°, 767 mm). 
C,sH,,0,N,Cl (331). Berechnet: C 43,50°/o, H 4,23°/o, N 12,69%o. 
Gefunden: C 43,49°/o, H 4,26°%o, N 12,81°/o. 














Ein einfaches Verfahren der Blutzuckerbestimmung. 


Von 
K. Moeckel und E. Frank. 





(Aus der inneren Abteilung des stadtischen Krankenhauses in Wiesbaden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 11. Marz 1910.) 


Die Bestimmung des Blutzuckergehaltes ist fiir den Phy- 
siologen und den Kliniker gleichermafien wichtig. Weder ein 
Fall von menschlichem Diabetes noch irgend eine der Formen 
experimentell erzeugbarer Stérungen des Kohlenhydratstofl- 
wechsels erscheint vollistandig untersucht, wenn dem Verhalten 
des Blutzuckers keine Aufmerksamkeit geschenkt ist. Es be- 
stehen ja zwischen der GrdBe der im Urin ausgeschiedenen 
Zuckermenge und dem prozentischen Werte des Blutzuckers 
keine einheitlichen Beziehungen. Es braucht nur daran erinnert 
zu werden, daf} die meisten Glykosurien einer Hyperglykamie 
ihren Ursprung verdanken, dafi aber einige, z. B. die durch 
| Phlorhizin hervorgerufene, bei gegen die Norm nicht oder gar 





nach unten verschobener Blutzuckerkonzentration zustande 
kommen. Des ferneren ist diejenige Hohe des Blutzuckerwertes, 
bei der die Nieren Zucker zu sezernieren beginnen, fiir ver- 
schiedene Tierarten und wohl auch individuell sehr verschieden: 
so kommt es bekanntlich beim Pankreasdiabetes der Vogel trotz 
exorbitanter Blutzuckerwerte in der Regel nicht zur Glykosurie, 
und fiir den Hund sind ebenfalls Beispiele!) beigebracht, welche 
zeigen, dais einer betrachtlichen Anreicherung von Zucker im 

Blute eine Zuckerausscheidung nicht zu entsprechen braucht. 
Es darf also aus dem Ausbleiben des Zuckers im Harne nie- 
mals darauf geschlossen werden, daB ein in Frage stehender 
Eingriff den normalen Zuckerstoffwechsel nicht alteriert resp. 
den pathologischen zur Norm zuriickgefiihrt habe. 





*) Siehe Hesse und Mohr, Zeitschrift fiir experim. Pathologie und 
Therapie, 1909, Bd. VI, H. 1. 
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An die Stelle der unzulainglichen Methoden der Blutzucker- 
bestimmung, mit denen die altere Physiologie an die Lésung 
von Blutzuckerproblemen herantrat, sind in neuerer Zeit 
exakte Verfahren getreten. Mit ihrer Hilfe hat manche aus 
friiheren Untersuchungen gewonnene Anschauung wesentliche 
Korrekturen erfahren und ist eine Reihe neuer Kenntnisse 
ermittelt worden. Immerhin ist das Verhalten des Blutzuckers 
unter mancherlei experimentellen Bedingungen noch nicht hin- 
reichend studiert worden und bei vielen den Kohlenhydratstoff- 
wechsel betreffenden Untersuchungen sowie in der Klinik wird 
es wenig beriicksichtigt, wohl deshalb, weil die quantitative 
Blutzuckeranalyse keine ganz einfache und rasch zum Ziele 
fiihrende Methode darstellt, ein Umstand, der besonders bei 
Reihenuntersuchungen erschwerend ins Gewicht fiallt. 

Eine Vereinfachung der Methode hatte darin zu bestehen, 
dafi in moéglichst kurzer Zeit und mit denkbar geringem Appa- 
rate die zu untersuchende Blutmenge fiir die quantitative Zucker- 
bestimmung fertig gemacht wird; mit anderen Worten, die Ent- 
eiweiBung miibte so vollzogen werden, daB einerseits die Aus- 
fallung des Kiweibes rasch erfolge, anderseits das eiweibfreie 
Filtrat weder durch seine Quantitét noch durch seine Qualitit 
Priéparationen fiir die eigentliche Zuckerbestimmung erfordere, 
wie etwa Eindampfen oder Entfernung von st6renden Bestand- 
teilen. Verwendet man kleine Blutmengen, so laBt sich in der 
Tat mit Hilfe des von Michaelis und Rona!) fiir Enteiweifungen, 
speziell auch des Blutes, eingefiihrten kolloidalen Eisenhydro- 
xydes in kurzer Zeit eine der Zuckerbestimmung unterwerfbare 
Lésung herstellen, und es fragt sich nur, ob es quantitative 
Methoden gibt, die fiir so geringe Zuckermengen Exaktheit des 
Resultates bei einfacher Ausfiihrbarkeit verbiirgen. Fiir die von 
G. Bertrand?) angegebene Methode der Zuckerbestimmung 

') Die Autoren haben nachgewiesen, daf das Eisenhydroxyd Trauben- 
zucker nicht adsorbiert; dies gilt nach unseren Untersuchungen auch fir 
den Milchzucker, wie im Gegensatze zu Angaben von Schlayer und 
Takayasu (Deutsches Archiv f. klin. Medizin, Bd. XCVIII) bemerkt sei. 

*) Die Ausfiihrung der Bertrandschen Methode wird hier im ein- 


zelnen nicht beschrieben, da aufer in dem franzés. Original (Bull. de la 
société chim. de France, Bd. XXXV, S. 1285, 1906) sich auch eine genaue 
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glauben wir dies nach unseren Untersuchungen behaupten zu 
diirfen. Wir haben uns durch zahlreiche Bestimmungen mit 
reinstem, dreimal umkrystallisiertem Traubenzucker davon tiber- 
zeugt, dafi man bei exaktem Arbeiten und bei Verwendung 
reinster Chemikalien zur Herstellung der Bertrandschen Lo- 
sungen Traubenzuckergehalte bis zu 0,5 mg herab recht genau 
bestimmen kann. Da die von Bertrand selbst aufgestellten 
Tabellen nur Werte von 10 mg Traubenzucker aufwiirts beriick- 
sichtigen, geben wir im folgenden zunichst eine Tabelle, welche 
die einander zugeordneten Kupfer- und Traubenzuckerwerte 
fiir das Bereich von 0,5 mg bis 10 mg enthalt. Unseren Zwecken 
entsprechend, haben wir ein Volumen der zuckerhaltigen Flissig- 
keit von 50 ccm gewiahlt (nicht, wie Bertrand, von 20 ccm). 


Tabelle 
Cu in mg Glukose in mg Cu in mg Glukose in mg 
1,1 0,5 11,5 5,5 
2,2 1,0 12,5 6,0 
3,3 1,5 13.5 6,5 
44 20 14, 7,0 
3,5 2,5 15,5 7,5 
6,5 3,0 16,5 8,0 
7,0 3.5 17,5 8,5 
8.5 4,0 18,5 9.0 
9,5 4,5 19,5 95 
10,5 5,0 20,5 10,0 


Die im folgenden zu beschreibende Methode bezieht sich 
auf die Bestimmung des Zuckers im Plasma resp. Serum. Im 
Gegensatze zu reinen Zuckerldsungen und zum Plasma resp. 
Serum haben wir mit dem Filtrate des Gesamtblutes oft falsche 
Werte erhalten. Wir glauben jetzt gefunden zu haben, woran 
dies lag, wollen aber die von uns neuerdings geiibte Methode 
der Bestimmung des Traubenzuckers im Gesamtblut nicht eher 
verOffentlichen, als bis sie sich in einer grofen Anzahl von 
Fallen bewihrt hat. Sollten wir bei der weiteren Nachprifung 
wider Erwarten auf Schwierigkeiten stofen, dann ware zu 


Beschreibung in Abderhalden, Lehrbuch der biochem. Arbeitsmethoden, 
Bd. II: Grube, Quantit. Zuckerbest. m. Hilfe der Kupfermethoden etc. 
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untersuchen, ob Methoden wie die von Bang, die nicht mit 
dem ausfallenden Kupferoxydul, sondern mit dem tiberschiissigen 
Kupfer arbeiten oder solche, bei denen das Kupferoxydul in Loésung 
gehalten wird, wie bei der Pavyschen, richtige Resultate geben. 

Im tibrigen wire die Unanwendbarkeit der Methode auf 
das Gesamtblut kein sehr erheblicher Nachteil, es sei denn, 
dafi sich die Untersuchung gerade auf physiologische oder patho- 
logische Differenzen der Zuckergehalte des Gesamtblutes und 
des Plasmas richtete. Nach den Untersuchungen von Michaelis 
und Rona!) sind diese Differenzen sowohl im normalen als 
auch im zuckerreichen Blute im allgemeinen gering; es wird 
daher meist gleichgiiltig sein, ob man Gesamtblut oder Plasma 
zur Bestimmung des Zuckergehaltes verwendet. Von manchen 
Gesichtspunkten aus ist aber das Plasma vorzuziehen: andert 
sich z. B. die Relation Plasmavolumen zu BlutkoOrperchenvolumen 
betrichtlich, dann kénnten ohne jede Vermehrung des im Blute 
befindlichen Zuckers, lediglich durch Steigerung der physiolo- 
gischen Differenzen des Gehaltes von Plasma und Koérperchen 
Hyper- resp. Hypoglykéamien vorgetéuscht werden, wenn die 
Bestimmung im Gesamtblut ausgefiihrt wird; bei Verwendung 
des Plasmas entfiillt natiirlich diese Fehlerquelle. Des ferneren 
kommt es in allen Fallen, in denen das Verhialtnis von Blut- 
zucker zu Urinzucker ins Auge gefabt wird, doch eigentlich 
auf den Plasmazucker an: es kann z. B. von einem renalen 
Diabetes nur gesprochen werden, wenn der Zuckergehalt des 
Plasmas normale oder subnormale Werte aufweist, da doch 
wohl nur dessen Hohe auf das In-Funktion-treten der Niere 
von Einfluf ist. 

Fiir Plasma oder Serum gilt nun folgendes: 5 ccm lassen 
sich mit Hilfe von 10 ccm kolloidalen Eisenhydroxydes in einem 
Gesamtvolumen von 100 cem Fliissigkeit fast momentan ent- 
eiweifen. Als Elektrolyt konnen kleine Mengen von Magnesium- 
sulfat oder von Seignettesalz in Anwendung gezogen werden. 
Letzteres ist deshalb vorzuziehen, weil bei Verwendung von 
Magnesiumsulfat beim Kochen der Fehlingschen Lésung oft 


‘) Biochem. Zeitschrift, 1909, Bd. XVIII. 
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Magnesiumhydroxyd ausfillt und das Filtrieren durch das As- 
bestfilter ein wenig erschwert. Bei Hyperglykamie geniigen oft 
auch weniger als 5 ccm Plasma zur Bestimmung, wihrend man 
bei Verdacht auf Hypoglykimie besser mehr nimmt; nach 
unseren Erfahrungen kénnen meistens noch 10 ccm in der an- 
gegebenen Weise enteiweibt werden; gelingt die Entfernung 
des EiweiBes nicht quantitativ, so kann sie durch nachtrig- 
lichen (im dufersten Falle noch einmal zu _ wiederholenden) 
Zusatz von 1—2 ccm des Eisenhydroxydes erzielt werden. Man 
braucht den Eiweifi-Eisenniederschlag nicht absetzen zu lassen, 
da die Filtration auch ohne das in wenigen Minuten vonstatten 
geht. Mit 50 ccm des Filtrates wird dann die Bestimmung 
nach Bertrand ausgefiihrt. 

Wir haben das eben skizzierte Verfahren in mehrfacher 
Weise auf seine Exaktheit gepriift: Einerseits wurden zu einem 
von einige Tage altem Blut stammenden, fast zuckerfreiem Serum, 
dessen Reduktionswert zuvor festgestellt war, Zuckermengen 
verschiedenster Grofe im Betrage der bei Blutzuckeranalysen 
zu erwartenden hinzugesetzt: die wiedergefundenen W erte diffe- 
rierten kaum wesentlich von den verwendeten; der maximale 
Fehler betrug 5°/o. 

Zweitens wurde eine Reihe von Doppelbestimmungen mit 
Plasma und Serum von Menschen und Tieren (Hunden, Ka- 
ninchen) ausgefiihrt und dabei stets eine scharfe Ubereinstim- 
mung der beiden Einzelbestimmungen erzielt. 

Drittens wurde als Loésung I von Bertrand eine solche 
verwendet, die neben dem Kupfersulfat noch eine abgewogene 
Menge Traubenzucker (5 mg in 20 ccm) enthielt, und gezeigt, 
daB die nach Abzug des Reduktionswertes dieser Lésung ') 
librig bleibende Reduktionsgr68e genau mit derjenigen tiberein- 
stimmte, welche bei einer Parallelbestimmung ohne Zuckerzusatz 
sich ergab. 

Im einzelnen gestaitet sich die Ausfiihrung der Blutzucker- 
bestimumung folgendermafen: Etwa 12—15 ccm Blut werden 
unter dauerndem Riihren in einem Porzellanschilchen aufge- 




































‘) der nach unserer Erfahrung dauernd konstant bleibt. 
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fangen, das eine Messerspitze Fluornatrium enthilt. In einer 
automatischen Zentrifuge wird alsdann das Plasma zur Ab- 
scheidung gebracht. (Bei gentigend hoher Tourenzahl sind hierzu 
kaum mehr als 10 Minuten notig.) Darauf wird das Plasma 
abgesaugt, wobei es nichts schadet, wenn auch kleine Mengen 
von Blutkérperchen mitgenommen werden. Nun pipettiert man 
genau 5 ccm Plasma (doch kénnen, wie erwahnt, auch Mengen 
bis zu 10 ccm verwendet werden) in ein MeBkolbchen von 
100 ccm uud verdiinnt auf etwa 50 ccm, dazu figt man 10 cem 
des Liquor Ferri oxydat. dialysat. (n. Vorschr. d. deutsch. Apoth.- 
Ver.) Merck,!) siuert mit einem Tropfen konzentrierter Essig- 
siure an und schiittelt kurz nach Zusatz von 0,2 g Magnesium- 
sulfat oder besser von zwei bis drei erbsengrofen Krystallen 
von Seignettesalz. Man fiillt dann auf 100 ecm auf, wobei 
einige Tropfen Ather etwa st6renden Schaum entfernen, schiittelt 
nochmals kurz und labt eine Minute stehen. Darauf filtriert 
man durch ein Faltenfilter, das natiirlich zuckerfrei sein mul, 
und tiberzeugt sich von der Eiweibfreiheit des Filtrates, indem 
man ein wenig davon mit ein paar Tropfen einer 20°/oigen 
Sulfosalicylsdiureldsung versetzt. Tritt noch eine Triibung ein, 
so ist das Filtrat noch mit 1—2 ccm des Ferrum oxydat. zu 
versetzen, ein wenig zu schtitteln und noch einmal zu filtrieren. 
Von dem eiweibfreien Filtrat pipettiert man 50 ccm in ein 
Jenenser KOlbchen von 250—800 ccm und fiihrt damit die 
Bestimmung nach Bertrand aus. Durch einen blinden Versuch 
hat man sich bei der Herstellung der Bertrandschen LOsungen 
davon zu tiberzeugen, dafi diese an sich nicht reduzieren. Zur 
Titration bedient man sich, um genauer dosieren zu kodnnen, 
am besten einer Permanganatl6sung von halbem Gehalt, die 
man sich in der Weise herstellt, daf man gleiche Teile der 
ursgriinglichen Permanganatlésung und destillierten Wassers 
vermischt; es diirfte sich empfehlen, sich immer nur kleine 
Mengen herzustellen, da sich die verdiinnte Permanganatlosung 
nur einige Tage halt; am besten bereitet man sie jeden Tag 
frisch. Beim Titrieren muf man von der Permanganatlosung 


') Fiir 7—10 ccm Plasma verwendet man am besten gleich 12 bis 
14 ccm Liquor Ferri. 
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tropfenweise zusetzen; die Endreaktion — hervorgerufen durch 
den ersten Tropfen, der das Griin der Eisenlisung in Rosa 
umschlagen laft — ist bei natiirlichem und kiinstlichem Lichte 
absolut scharf, sie muf bei dem nicht ganz unbedeutenden 
Fehler, den jeder Tropfen zuviel bedingt, peinlich genau ge- 
troffen werden. Bei einem Plasmazuckergehalt von 0,1°/o wird 
die verbrauchte Menge der aufs doppelte verdiinnten Perman- 
ganatldsung ungefihr 1 ccm betragen. Die ganze Bestimmung 
erfordert fiir den Geiibten vom Augenblicke der beendeten 
Blutentnahme an nicht mehr als 35—40 Minuten. 

Zum Schluf sei ein Beispiel angefiihrt, das den Nutzen 
der Methode fiir klinische Zwecke dartut. Es handelt sich um 
einen Diabetiker, dem erst die Kohlenhydrate aus der Nahrung 
entzogen und nach einiger Zeit Kohlenhydratzulagen bis zu 


100 g gegeben wurden. 






































Harn- Harn- | Plasma- | 
Datum | zucker zucker | zucker | Bemerkungen 



















in g ino | in%o | 
| | | 
6.—7. 11.10} 22 163 | — | 4. Tag der kohlehydrat- 
| freien Diat. 
Zak | 9 | O06 | O19 | 
10.—11. | 72 068 | — | 
11.—12. 0 0 | — | Nylander negativ. 
2-13. | Oo | O | 0155 | desgl. 
22.—23. | 6 0,3 | —~ | 100g Kohlenhydrate pro die 
| | (Brot, Kartoffeln, Milch). 
23.— 24. | Spur | | — | desgl. 
018 | ‘ 








Ist das am Aufbau der Korperzellen beteiligte Fett in seiner 
Zusammensetzung von der Art des aufgenommenen Nahrungs- 
fettes abhangig? 

Von 
Emil Abderhalden und Carl Brahm. 





(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 
(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1909.) 








Durch zahlreiche Versuche, die wir vor allem J. Munk 
verdanken, ist einwandfrei festgestellt worden, daB es gelingt, 
Nahrungsfett im tierischen Organismus zur Ablagerung zu 
bringen und so einen nicht «k6érpereigen» gemachten Stoff 
jenseits des Darmes zu deponieren. Diese Erscheinung nimmt, 
soviel wir bis jetzt wissen, eine Sonderstellung ein. Die 
neueren Ergebnisse auf dem Gebiete der Verdauung haben 
zu der Erkenntnis gefiihrt, daf der tierische Organismus mit 
den Fermenten seiner Verdauungsséfte die Nahrungsstoffe tief 
abbaut und sie wohl alle in ihre Bausteine zerlegt, um dann 
aus diesen diejenigen Verbindungen aufzubauen, die in seine 
ganze Organisation hineinpassen. Sollte das Fett eine Aus- 
nahme machen? Sollte der tierische Organismus abhiangig 
sein von der Art des aufgenommenen Fettes? Der eine von 
uns hat diese Fragestellung bereits diskutiert und darauf hin- 
gewiesen, dafi man das Fett der Depots nicht ohne weiteres 
mit dem Fett der tibrigen Koérperzellen identifizieren diirfe. 
Es blieb noch der Nachweis, ob das in den KoOrperzellen 
— mit Ausnahme der eigentlichen Fettzellen — enthaltene 
Fett, d. h. das als Baustein der Zelle mitbeteiligte Fett eben- 
falls die charakteristischen Eigenschaften des zugefiihrten Nah- 
rungsfettes zeigt, oder ob nicht vielmehr hier ein ganz spezi- 
fisches, der Funktion der einzelnen Zellen angepaBtes Fett vor- 
handen ist. 


') Vgl. Emil Abderhalden, Lehrbuch der physiol. Chemie. 2. Aufl. 
S. 140 ff. 1909. 
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Experimenteller Teil. 


Versuch 1. 


Hund Nr. 3. Eisgrauer Pinscherbastard. 


























des Art des Futters Datum 
Hundes 

6600 g | Beginn der Hungerperiode | 1,/VI. 09 
5900 Hund hungert | 8/VL 
5250 > > 14./VI. 

Gekochtes Fleisch Hammeltalg 

5250 200 g + 100 g | 14./VI. 
— 200 + 100 15./VI. 
— 200 + 100 | 16./VI. 
5400 200 + 0 17./V1. 
5400 200 + 030 18./VI. 
5600 200 + 650 19./VI. 
5600 200 + 50 20./VI. 
5500 200 + 50 21,/VI. 
57 200 + 50 22./VI. 
5650 200 + 50 23,/VI. 
5800 200 + 50 | 24/VI. 
5950 200 + 50 25,./VI. 
5900 200 + 50 26./VI. 
6050 200 + 50 | 27/VL. 
6050 200 + 350 28./VI. 
6250 200 + 50 29,,VI. 
6300 200 + 50 |30/VI. 
6350 200 + 50 1./VII. 
6300 200 + 650 2./VII. 
6600 200 + 50 | 3/VIL 

_ 4/VIL 


Das getrocknete, mit Ather extrahierte 
Fleisch wurde mit Magensaft verdaut (5 Tage 
bei 37° C.), dann abfiltriert. Das Filtrat 
extrahierten wir mitAther. Der auf dem Filter 
verbliebene Riickstand wurde ebenfalls nach 
dem Trocknen mit Ather extrahiert. Das resul- 
tierende Ol wurde mit alkoholischer Natron- 
lauge verseift, die Fettsauren abgeschieden. 





| Hungerperiode. 


Hund getétet. Der Koérper des 
Tieres wurde vom Fett und 
Darm befreit und dann in einer 
Hackmaschine zerkleinert. Das 
Trocknen erfolgte bei 60° im 
Vakuumtrockenschrank. 

Es resultieren: 

285 g Blut = 65 g trocken 
185 » Leber= 60 » » 
2695 g Fleisch. 

Durch Extraktion wurden 710 g 

Fett gewonnen, 


F. der Fettsduren des direkt durch Ather extrahierten Fettes 51—53° C. 
Erstarrungspunkt 39° C. 
F, der Fettsiuren des durch Extraktion des Verdauungsriickstandes ge- 
wonnenen Fettes 39—41° C. Erstarrungspunkt 88—39° C, 
F, der Fettsiuren aus normalem Hundefett 39—41° C.  Erstarrungs- 


punkt 35° C. 
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Versuch 2. 


Hund Nr. 5. Schwarzer Hund. 














— a 
Gewicht | | 
des Art des Futters _ Datum 
Hundes 
7700 g Beginn der Hungerperiode| 1./VI. 09 ) 
7000 Hund hungert | 8/VL | Hungerperiode. 
6500 . > | 14./VI1. J 
Fleisch Riibél | 
wie 300 g + 70 ccm (15/VI. | 
300 +- 70 —-16,/V1. | 
6800 800 +- 70 | 17./VI. | 
6750 | 300 + 70 /18/V. | 
6500 300 + 70 | 19./VI. Ol per Sonde. 
300 +. 70 Q0/VI. | > > 
6450 300 + 70 }21,/VI. | » » > 
6750 300 +- 70 | 22./VI. | Faeces haimorrhagisch. 
6750 300 dn OO 23,/V1. 
6470 300 +- 70 24. /VL 
6500 300 -+- 70 (25/V1. | 
6400) 300 + 70 | 26./VI. 
6650 300 — | 27./VI. 
— 300 +- 70 28,/VL 
6450 | 300 + 70 29/VL 
6500 | 300 + 70 (30,/VI. | 


| 1./VIL | Hund getétet. 

| Leber feucht: 180 g 
» trocken: 53 » 
| Blut > : 60 >» 
| | Fleisch feucht: 2545 » 
> trocken: 760 » 


Das getrocknete, mit Ather extrahierte Fleisch wurde 5 Tage mit 
Magensaft bei 37° C. verdaut und dann filtriert. Filtrat mit Ather aus- 
geschiittelt, Riickstand nach dem Trocknen ebenfalls mit Ather extrahiert. 
Das extrahierte Fett wurde nit alkoholischer Natronlauge verseift, die 
Fettsiuren abgeschieden. 

I’. der Fettsduren des aus dem Hundefleisch direkt extrahierten 
Fettes 29—30° C. 

F. der Fettséiuren des aus dem Verdauungsriickstand gewonnenen 
Oles 38—39° C. Erstarrungspunkt 35° C. 
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Versuch 3. 
Hund Nr. 8. Bullterrier. 







Gewicht | | 
\ des | Art des Futters | Datum 


Hundes | 












5900 | Hund hungert 19./V1. Hungerperiode. 
: 5500 | > > | 24./VI1. 
5500 (200 g Fleisch ++ 50 g Talg) 25 /VI. 
5720 200 >» +50 » |26/VI. 
— 200 > +50 » |27,/V1. 
6050 200 >» +50 ~~ » |28/V1. 
6150 200 > +50 » |29,/VI. 
6300 200 > + 50 > | 30./V1. 
6500 200 > + 50 > | 1./VII. 
6500 200 >» +50 » | 2,/VIL 


6600 g | | Beginn der Hungerperiode | | 11./VI. 09 | 








































6800 200 » + 30 > | 3./VIL. 
—  |200 > +50 » | 4/VIL 
6950 200 > + 50 > | 5./VIL. 
7200 300 >» +70 » | 6/VIL 
7250 300 > +70 » | 7./VIL 
7350 300 > +70 » | 8&/VIL | 
7350 = 300 > +. 70 > | 9,/VIL. | 
7600 (300 > +70 > /10,/VIL | 
300 , +2 » /11./VIL. | 
7750 300 +70 » | 12./VIL 
7800 300 > +70 » | 13./VIl. 
8050 300 > +70 » |14/VIL. 
— | Hund erhalt nur Pferdefleisch | 15./VII. 
— | » » » . 16./VIL. 
— | » >» ; 17./VII. 
ox Dien & A . 18./VIL. 
— | » » >» > /19./VI. 
a a > 20./VII. . 
7200 | = pale ‘| Hungerperiode. 








| 30./VIL. ‘Hund getétet. 

| $8250 g Fleisch 

| 165 » Leber }trocken. 
' 100 » Blut 

200 g fettfreies, getrocknetes Fleisch werden mit 21 2°/oiger Salz- 


sdure 5 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt, filtriert, Filtrat mit 
Ather extrahiert, Riickstand getrocknet und auch mit Ather extrahiert. 


F. - Fettsduren des aus dem Fleisch direkt extrahierten Fettes 55—56° C. 
» - £9 orn gewonn. Oles 38° C. 


Erstarrungspunkt 35° ( 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 23 
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Versuch 4. 
| Art des Futters | Datum 
7900 g Beginn der Hungerperiode | 14./VI. 09 
6650 Hund hungert 19./VI. Hungerperiode. 
6000 > > 25,/VI. 
6000 | 200 g Fleisch +- 50 ccm Riibél | 26./VI. 
— _ 200 » + 50 > | 27,/V1. 
5650 =| 200 » + 50 | 28,/V1. 
6050 | 200 » + 50 » | 29,/VI. 
5850 | 250 + 70 » | 80,/V1. 
6000 | 250 1% » | L/VIL 
5950 =| 250 + 70 » | 2,/VIL. 
6150 =| 250 » AT > 3,/VIL 
— | 250 >» + 70 > 4,/VIL. 
6250 | 250 » + 70 » 5./VIL 
6350 | 250 » + 70 > 6./VIL 
6350 250 » + 70 7./Vil. | Ol per Sonde 
6350 250 » + 70 > 8./VIL. _ +» »® 
6200 250s Le 70 , | OW |» » » 
6400 | 250 » + 70 » | 10./VII. 
~ 250 > + 70 11./VII. 
6700 250 » + 70 » | 12,/VIL. 
6700 | 250 » + 70 » | 13./VI0. 
7050 | 250 » + 70 14./VII. 
7100 =| 250 » + 70 >» | 15,/VIL. 
7100 ~— |: 250 >» + 70 > 16./VII. 
7000 |: 250 >» +70 » 17./VII. 
- 250 » + 70 » | 18./VIL. 
7200 | 250 » + 70 » | 19./VIL. 
7100 | 250 >» + 70 > 20./VIL. 
7300 | 250 >» +7 » | 24./VII. 
7600 | 250 » + 70 >» | 22,/V I. 
7700 | 250 » wh oO » | 23,/VIL. 
7600 | 250 » + 70 > | 24,/VI. 
Hund hungert 25./VIL. | 
bis Hungerperiode. 
| 2/Vill. |J Hund getétet. 


























200 g fettfreies Fleischpulver werden mit 21 2°oiger Salzsdure 
5 Stunden im siedenden Wasserbade erhitzt, filtriert, Filtrat wird mit 
Ather extrahiert. Kein Riickstand. Filterriickstand getrocknet und mit 
Ather extrahiert. 
F. der Fettsiuren des aus dem Fleisch direkt extrahierten Fettes 28—29° C. 
» Verdauungsriickstand gewonn. Oles ca. 40° C. 


» 7 >» » 
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Wir gingen zur Entscheidung dieser Frage so vor, daB 
wir Hunde in Analogie mit J. Munks Versuchen reichlich mit 
einem bestimmten Fett — Hammeltalg oder Riibé] — fiitterten 
und dann das mit Ather erschépfte Gewebe mit Magensaft ver- 
dauten oder mit verdiinnter Salzsiure aufschlossen und dann 
wieder mit Ather extrahierten. Das so gewonnene Fett ver- 
glichen wir mit dem zuerst erhaltenen und mit dem verfiitterten 
Nahrungsfett. Es ergab sich, daf das eigentliche Zell- 
fett in seiner Zusammensetzung nicht abhingig ist 
von der Art des aufgenommenen Nahrungsfettes. Der 
Schmelzpunkt der isolierten Fettséure war der gleiche, gleich- 
giiltig, ob Hammeltalg oder Riib6l verfiittert worden war. 








Weiterer Beitrag zur Frage nach der Verwertung von tief 
abgebautem EiweiB im tierischen Organismus. 
XIV. Mitteilung. 


Von 
Emil Abderhalden und Dimitrie Manoliu (Bukarest). 





(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 12. Marz 1910.) 


Die Frage nach der Moglichkeit eines Ersatzes von Eiweil 
durch Leim in der Nahrung ist auf Grund der neueren Kennt- 
nisse liber die Zusammensetzung der Proteine erneut Gegen- 
stand eingehender Untersuchungen gewesen. Die erhaltenen 
Resultaie und vor allem die aus ihnen gezogenen Schluffolge- 
rungen zeigen keine Ubereinstimmung. Wahrend z. B. Kauff- 
mann!) auf Grund von Selbstversuchen geneigt ist, anzunehmen, 
dai Leim und Tyrosin, Tryptophan und Cystin fiir Eiweif ein- 
treten kann, sind P. Rona und W. Miller?) zu dem Resultat 
gekommen, dai ein nennenswerter Einfluf des Ersatzwertes 
des Leims durch Zusatz von Tyrosin und Tryptophan nicht zu 
erzielen ist. Ihre Versuche sind an Hunden durchgefiihrt worden. 
Sie beziehen sich, im Gegensatz zu den Versuchen von Kauff- 
mann, auf lange Perioden. Auf eine Kritik der Versuche von 
Kauffmann wollen wir hier nicht eingehen. Wir verweisen 
auf Einwénde, die Rona und Miiller gegen seine Schliisse und 
die Art seines Versuches erhoben haben. 

Rona und Miiller konnten in ihren sorgfiltig durchge- 
fiihrten Versuchen etwa 2/5 Eiweif-Stickstoff durch Leim-Stick- 
stoff +. Tyrosin (4%o) und Tryptophan (2,5°/o) ersetzen. 

'‘) M. Kauffmann, Uber den Ersatz von Eiweifs durch Leim im 
Stoffwechsel. Pfliigers Archiv, Bd. CIX, S. 1, 1905. 

*) P. Rona und W. Miiller, Uber den Ersatz von Eiweifs durch 
Leim. Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 263, 1906/07. 
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Unsere friiheren Versuche tiber die Verwertung von tief 
abgebautem Eiweifi machten es wahrscheinlich, daf es gelingen 
miuBte, EiweiB durch Leim vollstandig zu ersetzen, wenn zwei 
Bedingungen erfiillt waren: 

1. muften nicht nur alle dem Leim fehlenden Bausteine 
zugefiigt werden, sondern es waren auch diejenigen Amino- 
siiuren in geniigender Menge zuzufiihren, die in der Gelatine 
zwar enthalten sind, jedoch in ungentigender Menge. Dies trifft 
z. B. zu fiir das Alanin, Leucin, Cystin, die Asparagin- und 
Glutaminséure, das Phenylalanin und das Histidin; 

2. muften die Bausteine des Leims als solche verab- 
reicht werden, d. h. es war vollstandig abgebauter Leim als 
Nahrung zu wahlen. Leim wird von den Fermenten des Magen- 
darmkanals nur schwer angegriffen. Es war wohl denkbar, 
daf der Leim -+ Aminosiuren deshalb nicht fiir Eiweif ein- 
treten kénnte, weil er im Verdauungskanale nicht vollstiindig 
in seine Bausteine zerlegt wird. 

Wir verdauten Gelatine zunaéchst 2 Monate mit Pepsinsalz, 
dann mit Trypsin und schlieflich mit Erepsin und iiberzeugten 
uns in der gewohnten Weise, dafi kompliziertere Abbauprodukte 
nicht vorhanden waren. Zu dem Verdauungsprodukt gaben wir 
auf 100 g berechnet: 8 g Alanin, 20 g Leucin, 2 g Cystin, 3 g 
Asparaginsdure, 12 g Glutaminsiure, 4 g Phenylalanin, 5 g Ty- 
rosin, 3g Tryptophan und 5 g Histidin. 

Dieses Gemisch gaben wir zuniichst ohne jeden weiteren 
stickstofthaltigen Zusatz +- Starke und Traubenzucker +- Fett. 
Es gelang uns nicht, mit diesem Gemisch Stickstoffgleichgewicht 
herzustellen. Erbrechen und Diarrhée vereitelten unsere Ver- 
suche. Wir gingen deshalb so vor, dafh wir einen Teil des 
Stickstoffs in Form von Fleisch und einen in Form von Gelatine 
-+- Aminoséuren gaben. Wir haben drei Versuche dieser Art 
durchgefiihrt. Zwei davon bereiteten uns insofern Schwierig- 
keiten, als sich herausstellte, daB die Versuchstiere im Laufe 
des Versuches sich auf ein niedrigeres Stickstoffgleichgewicht 
einstellen liefen, als das beim Beginne des Versuches der Fall 
war. Wir haben diese Beobachtung schon wiederholt gemacht 
und glauben aus unseren Erfahrungen heraus die Forderung 
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erheben zu diirfen, die Resultate derartiger Stoffwechselversuche 
nur dann als eindeutige zu betrachten, wenn durch eine ge- 
niigend lange Nachperiode mit einer geringeren Stickstoffzufuhr 
festgestellt ist, daf das dem Versuche zugrunde gelegte Eiweif- 
minimum reichlich am Ende des Versuches noch vorhanden ist. 
Nur so kénnen grobe Taéuschungen vermieden werden. Die 
beiden ersten Versuchstiere scheiden am Anfang des Versuches 
bei einer Einnahme von 5 g Stickstoff fast ebensoviel aus. 
Wurde 4,5 g Stickstoff gegeben, dann wurde die Stickstoffbilanz 
negativ. Am Schlusse des Versuches geniigten ca. 2 g Stick- 
stoff zur Erhaltung des Stickstoffgleichgewichtes. Beide Ver- 
suche erlitten noch dadurch eine unliebsame Storung, daf ver- 
sehentlich zu wenig Stickstoff mit der Nahrung zugefiihrt wurde. 
An Stelle von 2g Stickstoff wurden in der Periode vom 14.—18. II. 
nur 1,7 g und vom 18.—26. Il. nur 1,3 g N verabreicht. Die 
weitere Periode vom 27. II.—7. III. gibt den Ausschlag. Bei 
Versuch I gaben wir zunichst vom 10. 1.—18. I. 2 g Stickstoff 
in Form von Fleisch und 3 g Stickstoff in Form von abgebauter 
Gelatine -+- Aminosdurenzusatz. Vom 18. I.—26. I. gaben wir 
1,5 g Stickstoff in Form von Fleisch und 3,5 g Stickstoff in 
Form des Gelatine-Aminosaéuregemisches. Vom 26. I.—1. Il. er- 
hielt das Versuchstier 1,2 g Stickstoff in Form von Fleisch und 
3,8 g Stickstoff in Form des Gelatine-Aminosiuregemisches. 
Am 1. Februar lieBben wir die Gelatine weg und gaben den 
genannten Stickstoff in Form von Fleisch. Wir begannen mit 
5 g Stickstoff und gingen dann zu 2,5 g Stickstoff und schlieB- 
lich zu 2 g tiber. Die Stickstoffbilanz war negativ und das 
Versuchstier verlor an Koérpergewicht. Jetzt gaben wir 1,70 g 
Stickstoff und zwar hiervon 1,0 g Stickstoff in Form von ab- 
gebauter Gelatine +- Aminosdéuren und 0,7 g in Form von 
Fleisch. Das Versuchstier zeigte, mit Ausnahme eines Tages, 
Stickstoffgleichgewicht. Bei Herabsetzung der gesamten Stick- 
stoffzufuhr auf 1,3 g trat starke negative Stickstoffbilanz auf. 
Ks gelang schlieflich, das Versuchstier mehrere Tage vor Stick- 
stoff- und Gewichtsverlust zu schiitzen, als wir ihm 1,8 g Stick- 
stoff in Form von Gelatine -- Aminoséuren gaben und nur 
0,7 g Stickstoff in Form von Fleisch. Wie die Versuche mit 
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2.5 g Stickstoff in Form von Fleisch ergeben haben, befand 
sich das Versuchstier mit etwa 2—3 g Stickstoff im Gleichge- 
wicht. Nehmen wir als Mittelzahl 2,5 g an, dann ist es uns 
gelungen, 1,5 g des gesamten Stickstoffs durch abgebaute Ge- 
latine -+- Aminosduren zu ersetzen, d. h. 3/5 der gesamten 
Menge. Einen weiteren Ersatz konnten wir bei diesem Ver- 
suche aus d4uBeren Griinden nicht durchfihren. 

Versuch 2 hatte das gleiche Ergebnis. Auch hier liefen 
sich 3/5 des gesamten Stickstoffs durch den Stickstoff der ab- 
gebauten Gelatine -+- Aminosduren ersetzen. 

Versuch 3 zeigt einen noch weitergehenden Ersatz. Hier 
konnten schlieBlich */s des gesamten Stickstoffs der Nahrung 
ersetzt werden. Der Versuch, allen Stickstoff zu ersetzen, 
scheitert an auftretendem Erbrechen und an Diarrhéen. 

Es ware zu erwarten, daB es gelingt, die Gelatine durch 
Zusatz aller fehlenden Bausteine und durch Zugabe der in ge- 
ringer Menge vorhandenen dem Eiweif vollig gleichwertig zu 
machen. Der Umstand, da8 uns dies vorlaufig nicht gegliickt 
ist, beruht wahrscheinlich darauf, da’ der Gelatine noch Bau- 
steine fehlen, die wir nicht kennen. 

Weitere Versuche miissen ergeben, ob die Verwendung 
von abgebauter Gelatine gegeniiber der in nicht verdauter Form 
verabreichten Vorteil hat. 
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Ein eigentiimlicher Typus der Pflanzenatmung. 


Von 


S. Kostytschew. 





Mit einer Abbildung im Text. 





(Aus dem pflanzenphysiologischen Laboratorium der Universitat St. Petersburg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 13. Marz 1910.) 








Wie bekannt, werden bei der Pflanzenatmung meistens 
nur vergarbare Kohlenhydrate verarbeitet. Auch in denjenigen 
Fallen, wo Fett als Atmungsmaterial dient, findet wahrschein- 
lich zundchst eine Umwandlung des Fettes in Zucker statt 
und letzterer wird alsdann in tiblicher Weise oxydiert. Bei 
Sauerstoffabschlu8 tritt Alkoholgarung an die Stelle von Zucker- 
oxydation, und es liegt die Annahme nahe, daf auch bei Sauer- 
stoffzutritt die primare Phase der Zuckerverarbeitung mit der 
Alkoholgaérung identisch ist, wobei aber der Spaltungsprozef 
nicht bis zur Alkohol- und Kohlensaurebildung fortschreitet.') 

Vor einiger Zeit habe ich jedoch dargetan,?) daB die 
anaerobe Atmung vom Champignon ein ganz eigenartiger Prozef 
ist: weder in lebenden Pilzen noch in dem aus denselben nach 
EK. Buchners*) Methode dargestellten PreBsafte laBt sich nach 
dem Verweilen im sauerstofffreien Raume Athylalkohol nach- 
weisen. Hierdurch wurde die friiher vorherrschende Theorie 
von Miintz‘) widerlegt. Der genannte Forscher setzte voraus, 
dafi bei der anaeroben Atmung von Psalliota campestris eine 
Vergérung von Mannit unter Bildung von Kohlenséure, Wasser- 
stoff und Athylalkohol stattfindet. 

CH,OH(CHOH),CH,OH —» 2CO, -+- H, + 2CH,CH,OH. 
‘) Kostytschew, Biochemische Zeitschrift, Bd. XV, S. 164 (1908) 


und Bd. XXIII, S. 137 (1909). 
*) Kostytschew, Botanische Berichte, Bd. XXV, S. 188 (1907) 
und Bd. XXVIa, S. 167 (1908). 
*) E. Buchner, H. Buchner und M. Hahn, Zymasegirung (1903). 
‘) Miintz, Annales de chim. et de physique (5), Bd. VIII, S. 56 (1876). 
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Was nun die von Miintz tatsichlich beobachtete Wasser- 
stoffbildung anbelangt, so habe ich nachgewiesen,') da die- 
selbe in frischen und gesunden Pilzen nicht zustandekommt 
und erst nach dauerndem Verweilen bei Sauerstoffabschlu8 
eingeleitet wird; dieser Vorgang ist aber auf die Titigkeit der 
Bakterien, die sich in den Fruchtkérpern von Psalliota campestris 
schnell entwickeln, zuriickzufiihren. Aus all diesen Ergebnissen 
geht hervor, dai die anaerobe Atmung vom Champignon und 
wahrscheinlich auch diejenige von anderen keine léslichen Kohlen- 
hydrate enthaltenden Hymenomyceten mit der Alkoholgarung 
nichts zu tun hat. 

Es ist dies der erste bisher bekannte Fall der vollkommen 
ohne Alkoholbildung verlaufenden anaeroben Atmung lebender 
Pflanzen. In einer gemeinsam ausgefiihrten Arbeit haben Pal- 
ladin und ich?) gefunden, daB die anaerobe Atmung der durch 
niedere Temperatur abgetéteten Lupinensamen und Lupinen- 
keimlinge ebenfalls ohne Alkoholbildung zustande kommt; dieses 
Resultat war um so merkwiirdiger, als die anaerobe Atmung 
lebender Lupinen sich mit der Alkoholgarung identisch erwies, 
was auch den friiheren Angaben von Godlewski®) entspricht. 
Unsere Versuche wurden von Nabokich*‘) wiederholt und voll- 
kommen bestatigt. Der genannte Forscher erhielt folgende 
Resultate: 

1. Alkoholmenge in zwei Portionen (zu je 205 Stiick) 
der durch niedere Temperatur abgetdteten Lupinenkeimlinge 
nach zweitégigem Verweilen im Vakuum: 

I, C,H,OH = 88 mg, Il. C,H,0H = 95 mg. 

2. Alkoholmenge in einer Portion lebender Keimlinge 

(205 Stiick) nach zweitaégigem Verweilen im Vakuum: 
C,H,OH = 423 mg. 





‘) Kostytschew, Botanische Berichte, Bd. XXV, S. 178 (1907). 
7) Palladin und Kostytschew, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, 
S. 214 (1906). 
*) Godlewski, Bulletin internat. de l’Acad. des sciences de Cra- 
covie, S. 115 (1904). 
*) Nabokich, Botanische Berichte, Bd. XXVla, S. 327 (1908). 
24* 
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3. Alkoholmenge in Lupinenkeimlingen vor dem Versuche 
(zwei Kontrollportionen zu je 205 Stiick): 

I. C,H,OH = 96 mg, II. C,H,OH = 98 mg. 

Erfrorene Keimlinge haben also keine Spur Alkohol bei 
Sauerstoffabschluf produziert. 

Bei Besprechung unserer Resultate bemerkt jedoch Euler’) 
wohl zutreffend: «Der SchluB, daf in diesen Fallen keine Zy- 
masegiirung stattgefunden hat, ist nur insofern berechtigt, als 
die letzte Phase der Giarung ausgeblieben ist bezw. die an 
dieser Phase beteiligte Zymasekomponente unwirksam gemacht 
worden ist. Nichts zwingt uns aber zu der sogar wenig wahr- 
scheinlichen Annahme, daf die primiére Kohlenséureabspaltung 
infolge des Erfrierens anders verlaéuft, als bei der Zymase- 
girung des Zuckers.» Die anaerobe Atmung vom Champignon 
ist dagegen ein vollkommen eigenartiger Prozeb, der auch in 
lebenden Pilzen von der Alkoholgarung durchaus verschieden 
ist. Eine weitere Erkenntnis der die CO,-Abscheidung vom Cham- 
pignon bewirkenden Stoffumwandlungen kann selbstverstandlich 
nur durch Versuche mit abgetéteten Pilzen bef6rdert werden; 
im folgenden teile ich einige Resultate dieser Untersuchungen mit. 

Ks ist kaum zweifelhaft, da’ die CO,-Abscheidung der 
Prebsiifte vom Champignon bei Sauerstoffzutritt zum Teil von 
Oxydationsvorgiingen herrtihrt; dies ist daraus ersichtlich, dab 
in meinen vorstehend erwahnten Versuchen der Prefsaft mole- 
kularen Sauerstoff mit groBer Energie absorbierte und hierbei 
eine gréBere CO,-Me ~: lieferte, als bei SauerstoffabschluB. 
Nach der Theorie vor. iach?) und Engler,*) der ich mich 
vollkommen anschliefe,*) sind die Vorginge der Autoxydation 


') Euler, Grundlagen und Ergebnisse der Pflanzenchemie, Bd. II, 
S. 173 (1909). 

*) Bach, Comptes rendus, Bd. CXXIV, S. 951 (1897). 

°) Engler und Wild, Chem. Berichte, Bd. XXX, S. 1669 (1897). — 
Engler und Weissberg, ebenda, Bd. XXXIII, S. 1097 (1900) und Kritische 
Studien tiber die Vorgiinge der Autoxydation (1904). — Engler und 
Herzog, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 327 (1909). 

*) Die elektrolytische Autoxydationstheorie van t’Hoffs (Zeitschrift 
fiir physik. Chemie, Bd. XVI, S. 411, 1895; Verhandl. d. Frankf. Natur- 
forscherges., II. Teil, 1. Halfte, S. 107, 1897) diirfte nach den bedeutungs- 
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in der Weise aufzufassen, daB der molekulare Sauerstoff sich 
in Form ungesattigter Molekiile — O — O — an die autoxy- 
dablen Stoffe, welche als Autoxydatoren bezeichnet werden, 
anlagert. Die bei der Autoxydation entstehenden peroxydartigen 
O 

Verbindungen AC haben Engler und Weissberg!') Mol- 
oxyde genannt. Auch bei physiologischen Prozessen ist die 
Aufnahme des molekularen Sauerstoffs gewifs nur durch die 
Autoxydatoren und zwar unter Peroxydbildung méglich. Bach 
und Chodat?) haben die Anwesenheit von Peroxyden in le- 
benden Pflanzenzellen festgestellt. 

Den weiteren Verlauf der Oxydationsvorgiinge bei der 
Atmung mu man sich in der Weise vorstellen, dafi entweder 
die im Organismus so verbreiteten induzierten Reaktionen sofort 
eintreten, wodurch das Betriebsmaterial in Form unbestindiger 
Verbindungen (Acceptoren) von den Moloxyden oxydiert wird, 
oder es findet zunichst eine Umlagerung der primiren Peroxyde 
(Oxygenasen) statt unter Bildung von sekundaren Peroxyden, 
welche ein héheres Oxydationspotential zeigen und also Stoffe 
oxydieren kénnen, die von den Oxygenasen unangreifbar sind; 
dies ist wenigstens die einfachste und wahrscheinlichste Er- 
klarung der von Bach und Chodat') beschriebenen Zusammen- 
wirkung von Oxygenase und Peroxydase. Die Oxydation des 
Atmungsmaterials geht freilich stufenweise vor, bis schlieBlich 
eine vollstandige Verbrennung zu den Endprodukten der Atmung 
erfolgt; es mitissen also in den Pflanzengeweben labile, sauer- 
stoffreiche Zwischenprodukte der vitalen Oxydation vorhanden 





vollen Versuchen von Engler und Wild (Chem. Berichte, Bd. XXX, 
S. 1669, 1897 und Bd. XXXI, S. 3055, 1898), Engler (ebenda, Bd. XXXIII, 
S. 1090, 1900) und Engler und Frankenstein (ebenda, Bd. XXXIV, 
S. 2933, 1901) als kaum stichhaltig erscheinen. Vgl. auch die theore- 
lischen Einwinde von Bodlander in Ahrens Sammlung chemischer 
und chemisch-technischer Vortrige, Bd. Il, S. 450 (1899). 

‘) Engler und Weissberg, Kritische Studien iiber die Vorginge 
der Autoxydation, S. 38 (1904). 

*) Bach und Chodat, Chem. Berichte, Bd. XXXV, S. 2466, 1902. 

%) Bach und Chodat, Archives des sciences physiques et natu- 
relles, Genéve, Bd. XVII, S. 477, 1904. 
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sein; als ein Beispiel derartiger Verbindungen mag die von 
Euler und Bolin') aus Medicago sativa isolierte Mesoxalsiure 
Erwahnung finden. Es ist einleuchtend, dafB Mesoxalséure aus 
einer Triose durch Oxydation leicht entstehen kann: anderseits 
enthilt sie zwei Carboxylgruppen an einem Kohlenstoffatome 
und zersetzt sich also leicht unter Abspaltung von CO, und 
Bildung von Glyoxylsaure. Aus den interessanten Untersuchungen 
von Euler und Bolin geht hervor, daB in lebenden Geweben 
eine CQO,-Abspaltung von Mesoxalsdure tatsaéchlich zustande 
kommt, denn neben Mesoxalsiure wurde auch Glyoxylsaure 
im selben Medicagopraparate aufgefunden. 

Die Acceptoren sind nach der Theorie von Engler als 
labile, ungeséttigte Verbindungen aufzufassen, das in den 
Pflanzengeweben vorhandene Atmungsmaterial wird aber meistens 
in Form stabiler Stoffe abgelagert; der Oxydation des Betriebs- 
materials mu also eine Dissoziation desselben vorangehen: 
dieser VorbereitungsprozeB vollzieht sich selbstverstindlich auch 
bei Sauerstoffabschlu8; findet keine Oxydation der hierbei ge- 
bildeten labilen Verbindungen statt, so wird das molekulare 
Gleichgewicht durch andere spontane Reaktionen herbeigefiihrt. 
Auf den Zusammenhang dieser anaeroben Prozesse mit der 
Sauerstoffatmung habe ich schon mehrmals hingewiesen.?) Bei 
Verarbeitung des Zuckers bildet die Alkoholgarung den primaren 
SpaltungsprozeB, wobei aber unter normalen Umstanden Al- 
kohol nicht erzeugt wird; als Acceptoren sind allem Anschein 
nach die intermediéren Garungsprodukte anzusehen. 

Folgende Einteilung der bei der Pflanzenatmung statt- 
findenden Stoffumwandlungen sollte den in der allgemeinen 
Chemie vorherrschenden Anschauungen tiber die Autoxydation 
am besten entsprechen. 

1. Primire (vorbereitende) Prozesse, und zwar die 
Aufnahme des molekularen Sauerstoffs durch Autoxydatoren 


‘) Euler und Bolin, Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 1 (1909). 

*) Kostytschew, Botan. Berichte, Bd. XX, S. 327 (1902) und 
Bd. XXV, S. 44 (1907); Jahrb. f. wiss. Botanik, Bd. XL, S. 563 (1904); 
Biochem. Zeitschrift, Bd. XV, S. 164 (1908) und Bd. XXIII, S. 137 (1909); 
Untersuchungen iiber die anaerobe Atmung der Pflanzen (1907), russisch. 
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unter Bildung von Moloxyden einerseits und die Spaltung des 
Atmungsmaterials unter Bildung von Acceptoren anderseits. 

2. Sekundare Prozesse: Oxydation der Acceptoren 
durch Moloxyde; dieser Vorgang ist als eine Kette mehrerer 
Reaktionen aufzufassen. Aus Moloxyden werden meistens zu- 
nachst sekundire Peroxyde gebildet, die ein hheres Oxydations- 
potential haben. 

Von diesem Gesichtspunkte aus diirfte es vielleicht ratsam 
erscheinen, die Bezeichnung «Oxydasen» nur fiir Stoffe bei- 
zubehalten, welche den primaren Prozef der Sauerstoffaufnahme 
einleiten und also in den sich hierbei abspielenden Reaktionen 
als Autoxydatoren (A) oder Pseudoautoxydatoren (P) wirk- 
sam sind: 


Als Oxygenasen sind entweder die primaren Moloxyde 


0 
Ag |, oder deren nachste unmittelbar entstehenden Umwand- 


0 
lungsprodukte aufzufassen. Unter derartigen spontanen Um- 
wandlungen der Peroxyde ist z. B. die Bildung von Peroxyd- 


hydraten wohl denkbar: 


sf , ali 
ie ee 

Diese Nomenklatur soll den Unterschied zwischen Oxy- 
dasen und Peroxydasen, deren Funktionen durchaus verschieden 
sind, scharf hervorheben. Oxydasen sind nur am primiren 
Prozesse der Sauerstoffaufnahme und Peroxydbildung beteiligt, 
Peroxydasen bewirken dagegen die Umlagerung der Oxygenasen 
und hiermit die eigentliche Oxydation des Atmungsmaterials 
durch den gebundenen Sauerstoff der Peroxyde. Aus dem 
Gesagten ist ersichtlich, daB Farbenreaktionen mit Guajak- 
tinktur und anderen leicht oxydierbaren Stoffen fiir den Nach- 
weis der Oxydasen unbrauchbar sind, da die genannten Reagen- 
zien durch das System Oxygenase -+- Peroxydase und in 
einzelnen Fallen vielleicht auch durch die sauerstoffreichen 
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Zwischenprodukte der Atmung oxydiert werden kénnen. Na- 
mentlich in dem Falle, wo die Farbenreaktion erst nach Zusatz 
von Wasserstoffsuperoxyd eintritt, ist sie offenbar durch Per- 
oxydase eingeleitet. Fiir den Nachweis von Oxydasen 
ist also nur die Absorption des molekularen Sauer- 
stoffs, die durch gasometrische Methoden ermittelt 
werden kann, ausschlaggebend. 

Obige Auseinandersetzungen dienten mir als Leitfaden 
bei der Beurteilung der sich im Prefsafte von Psalliota cam- 
pestris abspielenden Vorgiéinge. Auf Grund der vorstehend 
dargelegten theoretischen Betrachtungen erscheint es als reiner 
Zufall, daBb bei der anaeroben Zuckerspaltung CO, produziert 
wird, denn fiir das Zustandekommen der physiologischen Oxy- 
dation ist nur von Belang, daB sich dissoziationsfahige Accep- 
toren bilden; es ist also wohl méglich, daB die primiére Spal- 
tung anderweitiger Stoffe sich ohne CO,-Bildung vollzieht; 
iibrigens ist auch in betreff der Zuckerveratmung die An- 
nahme naheliegend, dafi bei Sauerstoffzutritt die primaére Spal- 
tung nicht bis zur Alkohol- und Kohlensiurebildung schreitet. 
Anderseits ist die Sauerstoffaufnahme ebenfalls nur eine 
primire Phase der Atmung: fiir die eigentliche Oxydation des 
Atmungsmaterials wird der Sauerstoff der Peroxyde verwertet, 
und die letzten Phasen der Atmung sind also von der Sauer- 
stoffaufnahme unabhingig; die labilen sauerstoffreichen Zwischen- 
produkte der Atmung kénnen sich auch bei Sauerstoffabschluf 
unter CO,-Abspaltung zersetzen. Die anaerob gebildete Kohlen- 
sdiure kann somit entweder von den Reaktionen herriihren, 
durch welche das molekulare Gleichgewicht beim Ausbleiben 
der Oxydationsvorgange hergestellt wird (z. B. von der Alkohol- 
garung), oder von den vorgebildeten Zwischenprodukten der 
physiologischen Oxydation abgespalten werden. Eine nahere 
Untersuchung der anaeroben CO,-Produktion der Prefsifte von 
Champignon ergab, daB wir es hier mit dem letzteren Falle 
zu tun haben. 

Die PreBsafte wurden immer auf folgende Weise erhalten. 
Vollkommen frische ausgelesene Pilze wurden mit Quarzsand 
zu einem Brei zerrieben und bei geringem Drucke abgepreBt; 
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der Riickstand wurde mit Kieselgur versetzt, fein zerrieben 
und in der Buchnerschen Presse bei 300 Atmosphiaren wiederum 
abgepreBbt. Samtliche Saftportionen wurden in einem mit Eis 
gekiihlten GefaéBe aufgefangen und sofort zu den Versuchs- 
zwecken verwendet. 

Der Prefsaft ist eine dunkelbraune Fliissigkeit, welche 
keine unversehrten Pilzzellen enthalt und bereits bei gelindem 
Erhitzen einen voluminésen Eiweifniederschlag abscheidet, 
wonach nur geringste Spuren der Biuretreaktion liefernden 
Stoffe in der Lésung bleiben. Eine Portion des Prebsaftes 
wurde immer enteiweift, entfarbt und mit Fehlingscher 
Lésung gepriift; eine Reduktion von Kupferoxyd wurde aber 
keinmal wahrgenommen. Die Reaktion der Prefsafte war ent- 
weder neutral oder schwach alkalisch: die alkalische Reaktion 
ist offenbar von dem basischen Charakter der Eiweifistoffe des 
Champignons abhingig. 

In der ersten Versuchsreihe wurde die Einwirkung der 
Erhitzung auf die CO,-Produktion der Prefsifte bei Sauerstoff- 
zutritt und Sauerstoffabschlu8 studiert. 


Versuch 1. 


Es wurden zwei gleiche Portionen A und B des Preb- 
saftes (zu je 350 ccm) genommen. Portion A wurde mit 3,5 g 
Natriumfluorid als Antiseptikum versetzt und im Luftstrome 
belassen. Portion B wurde wiahrend 5 Minuten auf 100° er- 
hitzt, dann abgekiihit, mit 3,5 g Natriumfluorid versetzt und 
ebenfalls im Luftstrome belassen. Bei dem Erhitzen hat sich 
ein voluminéser Eiweifiniederschlag gebildet. Im Verlaufe von 
23 Stunden wurden im Luftstrome folgende CO,-Mengen 


gebildet. 
Portion A (Kontroll) CO, = 180,2 mg 
> BE (erhitzt) » = 1236 > 
Fiir die CO,-Bestimmungen wurden Geisslersche Apparate 
verwendet. 


Versuch 2. 


Zwei Portionen des PreBsaftes A und B zu je 650 ccm. 
Beide Portionen wurden wiahrend 5 Minuten auf 100° erhitzt; 
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dann wurde Portion A mit 6,5 g Natriumfluorid versetzt und 
im Luftstrome belassen. Portion B wurde filtriert, das voll- 
kommen klare eiweibfreie Filtrat (500 ccm) mit 5 g Natrium- 
fluorid beschickt und im Luftstrome belassen. Der Eiweif- 
niederschlag wurde gut ausgewaschen und mit 200 ccm 1°/oiger 
Mannitlésung in einen Kolben gebracht; durch diese Mischung 
wurde ebenfalls Luftstrom geleitet. Im Verlaufe von 22 Stunden 
wurden folgende CO,-Mengen gebildet. 


Portion A: CO, = 92,7 mg 
» 8B: 1. Filtrat > = 81,8 > 
2. Niederschlag » = 0,0 » 


Die etwas geringere CO,-Produktion der Portion B (Filtrat) 
ist offenbar darauf zuriickzufiihren, daf ein Teil der Fliissig- 
keit vom Niederschlage zuriickgehalten wurde; das Wasch- 
wasser wurde mit dem Filtrate nicht vereinigt, um eine Ver- 
diinnung des Saftes zu vermeiden. 

Diese Versuche zeigen folgendes: 1. Die aerobe CO,- 
Produktion der Prefsafte wird durch kurzdauerndes Kochen 
nicht eingestellt. 2. Die CO,-Abscheidung der gekochten Safte 
bei Sauerstoffzutritt ist unabhangig von den Eiweifstoffen. 

Durch langer dauernde Erhitzung wird die CO,-Produktion 
des Prebsaftes stark herabgesetzt, doch wird die CO,-Bildung 
selbst durch 15 Minuten dauerndes Kochen nicht ganz auf- 
gehoben. 

Versuch 3. 


Der PreBsaft (500 ccm) wurde wahrend 15 Minuten ge- 
kocht, dann filtriert und abgekihlt. 275 cem des Filtrates 
wurden mit 3 g Natriumfluorid versetzt und im Luftstrome 
belassen. Im Verlaufe von 25 Stunden wurde folgende CQ.- 


Menge gebildet. 
Nach 6 Stunden: co, 16,8 mg 
>» weiteren 19 Stunden: » 13,1 » 


Gesamtmenge von CO, = 29,9 mg 
Im Gegenteil wird die anaerobe GO,-Produktion durch 
Erhitzen stark herabgesetzt. Aus folgendem Versuche ist er- 
sichtlich, daB nach einem 10 Minuten dauernden Erhitzen auf 
100° keine CO,-Produktion bei Sauerstoffabschlu8 §stattfindet. 
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Versuch 4. 


Der Prefsaft wurde wihrend 10 Minuten gekocht, filtriert 
und in zwei gleiche Portionen A und B zu je 400 cem geteilt. 
Nach Zusatz von je 8g Natriumfluorid wurde Portion A im 
Wasserstoffstrome, Portion B aber im Luftstrome_belassen. 
Im Verlaufe von 25 Stunden wurden folgende CO,-Mengen 


gebildet. 
Portion A (Wasserstoffstrom) CO, = 3,4 mg 
>» 8B (Luftstrom) » == 46,9 >» 
Die Luftportion erscheint am Ende des Versuches_ be- 


deutend dunkler gefarbt, als die Wasserstoffportion. 


Versuch 5b. 


Der Prefisaft wurde wahrend 5 Minuten gelinde erwaérmt, 
wobei sich (bei etwa 60°) ein voluminéser Eiweifiniederschlag 
gebildet hat. Dieser Niederschlag wurde abfiltriert und das 
Filtrat in zwei gleiche Portionen A und B zu je 350 ccm ge- 
teilt. Portion A wurde im Wasserstoffstrome, Portion B im 
Luftstrome ohne Antiseptikum belassen. Im Verlaufe von 
24 Stunden wurden folgende CO,-Mengen gebildet. 


Nach 4 Stunden: A (H,-Strom) CO, = 28,8 mg 
B (Luftstrom) » = 288 » 

>»  weiteren 20 Stunden: A (H,-Strom) » = 26,5 » 
B (Luftstrom) » = 106,5 » 


Am Ende des Versuches erscheint Portion B in diinner 
Schicht dunkelbraun, Portion A hellbraun gefarbt. 

Obige Versuche zeigen, daB im Prefsafte von Cham- 
pignon Autoxydationsvorgiinge, welche bis zur CO,-Bildung 
schreiten, zustande kommen. Diese Vorgange sind unabhangig 
von den Eiweifistoffen und werden durch Kochen nicht ein- 
gestellt. Hieraus ist ersichtlich, daB die genannten Prozesse 
nicht durch Fermente eingeleitet werden. 

Es liegt gar kein Grund vor zu der Annahme, daB die 
hier beschriebenen Autoxydationsvorgange in lebenden Pilzen 
Ohne jede physiologische Bedeutung bleiben und durch andere 
fermentative Prozesse ersetzt sind. 

Die bei Sauerstoffabschlu8 produzierte Kohlensaure ist 
im Safte als ein Bestandteil labiler Verbindungen vorhanden. 
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Folgender Versuch zeigt, daB im PreBsafte von Psalliota cam- 
pestris Stoffe enthalten sind, welche bei der Hydrolyse CO, 
liefern. Es bleibt dahingestellt, ob bei gewdéhnlicher Tem- 
peratur die Spaltung dieser Stoffe durch ein Ferment hervor- 
gerufen wird. 


Versuch 6. 


Der PreBsaft wurde in einen Vakuumkolben gebracht 
und der Kolben mittels der Geryk-Olluftpumpe bis auf 0,5 mm 
evakuiert. Alsdann wurde der Kolben ge6dffnet und der Saft 
in zwei gleiche Portionen A und B zu je 250 ccm geteilt. 
Portion A wurde fiir die Bestimmung von CO, der Carbonate 
verwendet. Der Saft wurde zuerst auf dem Wasserbade in 
einer flachen Porzellanschale gekocht, dann in den Kohlensaure- 
bestimmungsapparat') gebracht und die Kohlensaéure der Car- 
bonate durch Kochen unter Zusatz von 30 ecm 10°/oiger Salz- 
siure mit nachfolgender Luftdurchleitung ermittelt. Portion B 
wurde direkt im Kohlenséurebestimmungsapparate bei neutraler 
Reaktion gekocht und die hierdurch abspaltbare Kohlensaure 
bestimmt. Alsdann wurde Salzséure zugegossen und das Kochen 
wiederholt. Es ergaben sich folgende Resultate: 


Portion A: CO, der Carbonate 15,7 mg 
: B: » nach der Hydrolyse mit Wasser 103,4 » 
> > » der Carbonate 15,8 


Es ist also ersichtlich, dafi CO, der Carbonate nur einen 
geringen Teil der Gesamtmenge der beim Kochen erhaltenen 
Kohlensaéure ausmacht. Bei dem Auspumpen wurde nicht nur 
die gesamte im Safte geléste freie Kohlensaure, sondern auch 
der grote Teil von der locker gebundenen Kohlenséure der 
etwa vorhandenen Bicarbonate (deren Menge aber 16 mg nicht 
iiberschreiten kann) entfernt. Die im Kohlenséurebestimmungs- 
apparate ohne Saurezusatz erhaltene CO,-Menge ist also weder 
auf freie Kohlensaéure, noch auf Bicarbonate zuriickzufiihren. 





') Fresenius, Anleitung zur quantitat. chemisch. Analyse, 6. Auf- 
lage, Bd. I, S. 449 (1873). Ich bediene mich eines Apparates mit Riick- 
flufkiihler. 
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Die Anwesenheit der COQ, leicht abspaltenden Stoffe in 
verschiedenen Pflanzen wurde schon langst von Berthelot 
und André!) nachgewiesen. Bereits friiher hat Brenstein®) 
dargetan, daB die durch Wasserdampf getéteten Pflanzen im 
Verlaufe mehrerer Tage CO, langsam abscheiden. Unter An- 
wendung derselben Methode zeigte neuerdings Nabokich,*) 
dafi durch Einwirkung von tiberhitztem Wasserdampf auf einige 
Pflanzen (u. a. auf Fruchtkorper von Champignon) die Anregung 
zu einer tagelang dauernden CO,-Produktion geschaffen wird. 

Uber die Natur der CO, abspaltenden Stoffe wissen wir 
zurzeit nichts Bestimmtes. Berthelot (I. c.) dachte an Ester 
der Kohlensiure; es ist aber einleuchtend, dafi die Zahl der 
sich unter CO,-Bildung leicht zersetzenden Stoffe auBerordent- 
lich groB ist. In erster Linie geh6ren hierzu alle Carbonsiuren, 
welche zwei Carboxylgruppen an einem Kohlenstoffatome haben, 
ferner alle B-Ketosiuren, unter ihnen die physiologisch wichtige 
Acetessigsaure usw. Die kaum zu tiberwindende Schwierigkeit 
der Identifizierung der einzelnen bei den physiologischen Pro- 
zessen wirksamen CQO, abspaltenden Stoffe erhellt daraus, daB 
wir trotz so vieler Bemiihungen keine bestimmten Erfahrungen 
beziiglich der CO,-Bindung im Blute haben. In neuerer Zeit 
hat jedoch Siegfried‘) die, allem Anschein nach, physiologisch 
sehr wichtige Gruppe der Carbaminosauren beschrieben. Die 
Salze dieser Siuren kénnen aus den entsprechenden Amino- 
siuren, Kohlensiure und Metallhydroxyden synthetisch leicht 
dargestellt werden; beim Kochen zersetzen sie sich unter 
Bildung von Aminosiure und Carbonat; derselbe Spaltungs- 
prozeB kommt auch bei gewodhnlicher Temperatur langsam 
zustande. Die Eigenschaft, sich mit CO, und Basen zu den 
Salzen der Carbaminosiiuren zu vereinigen, kommt nicht nur den 





‘) Berthelot und André, Comptes rendus, Bd. CXVIII, S. 45, und 
Bd. CXIX, S. 711 (1894); Berthelot, Chimie végétale et agricole, Bd. III, 
S. 294 und 308—357 (1899). 

*) Brenstein, Habilitationsschrift, Rostock (1887). 

°) Nabokich, Botan. Berichte, Bd. XXVIa, S. 324 (1908). 

*) Siegfried, Diese Zeitschrift, Bd. XLIV, S. 85 (1905); Bd. XLVI, 
S. 401 (1906). — Siegfried und Neumann, ebenda, Bd. LIV, S. 423 
(1908). — Siegfried und Liebermann, ebenda, Bd. LIV, S. 437 (1908). 
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Aminosduren, sondern auch den Eiweifstoffen und Peptiden zu. 
Spaterhin zeigten Siegfried und Howwjanz,!) dai auch 
Alkohole in Gegenwart von Basen CO, binden kénnen. Die 
von Siegfried geaduferte Voraussetzung, da’ im Blute CO, 
in Form von Carbaminosauren gebunden ist, erscheint gewif 
sehr plausibel; es ist aufierdem wahrscheinlich, daB die ge- 
nannten Verbindungen auch in Pflanzensaften sich bilden k6nnen. 
Aus nachfolgenden Versuchen ist aber ersichtlich, dafs CO, im 
Prefsafte von Champignon nicht ausschlieflich in Form von 
Carbaminosauren enthalten ist. 


Versuch 7. 


Der PreBsaft wurde in einen dickwandigen Kolben hinein- 
getan und im Vakuum bei 20° zum Sieden gebracht. Alsdann 
wurden zwei Saftportionen A und B zu je 250 ccm genommen. 
Portion A wurde direkt im Kohlenséurebestimmungsapparate 
unter Zusatz von Weinsaure gekocht. Diese CO,-Bestimmung 
ergab: CO, = 63,9 mg. 

Portion B wurde mit 100 ccm bei 0° bereiteter Kalk- 
milch unter Eisktihlung und Umschiitteln behandelt, wobei sich 
ein voluminoser Eiweifniederschlag abgesetzt hat. Dann wurde 
der Saft bei CO,-AbschluB filtriert. Das stark alkalisch rea- 
gierende Filtrat farbt sich bei Sauerstoffzutritt tief dunkelbraun, 
scheidet aber selbst nach langerem Stehen in einer CO,-freien 
Atmosphire keinen Niederschlag von Calciumearbonat ab. Auch 
Zusatz von Chlorcalcium bewirkt keine Triibung der Fliissig- 
keit. 250 ccm des Filtrates wurden unter Zusatz von iiber- 
schissiger Weinsaure fiir die CO,-Bestimmung verwendet. Es 
ergab sich: CO, = 36,9 mg. Da der Prefisaft durch Zusatz von 
Kalkmilch auf 1,4 Volumen verdiinnt worden war, so ist die 
einem Volumen von 250 ccm des nicht verdiinnten Saftes ent- 
sprechende CO,-Menge gleich 51,7 mg. Die Kontrollportion 
lieferte aber 63,9 mg CQ,: die Differenz betragt also nur 
12,2 mg und ist wahrscheinlich auf CO, der Carbonate zuriick- 
zufiihren. Die nach der Behandlung mit Kalkmilch vom Safte 


') Siegfried und Howwjanz, Diese Zeitschrift, Bd. LIX, S. 376 
(1909). 
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abgespaltene Kohlensaure war offenbar nicht in Form von freiem 
Saurehydrat oder von kohlensauren Salzen im Safte vorge- 
bildet. Auch ist die Annahme wenig wahrscheinlich, daf Carb- 
aminosauren als Quelle von CQ, dienen. Durch Behandlung 
mit Kalkmilch wurde eine beinahe vollkommene Enteiweibung 
des Saftes bewirkt.') Anderseits enthélt der PreBsaft von 
Champignon keine Aminosiuren, ”) die in Pilzen tiberhaupt selten 
nachgewiesen werden kdénnen. Folgende Versuche zeigen deut- 
lich, daB wenigstens ein Teil der CO,-abspaltenden Stoffe mit 
Carbaminosauren nicht identisch ist. 


Versuch 8. 


Der ausgepumpte Pref saft wurde auf die vorstehend be- 
schriebene Weise mit Kalkmilch behandelt, bei CO,-Abschlub 
filtriert, im Filtrate das Calcium mit Oxalséure ausgefallt, der 
Niederschlag abfiltriert und das Filtrat mit Salzséiure genau 
neutral gemacht. 180 ccm der auf diese Weise gewonnenen 
Fliissigkeit lieferten beim Kochen ohne Saurezusatz 24,0 mg CQ,. 
Die abgekochte Fliissigkeit wurde wiahrend 24 Stunden im Luft- 
strome belassen, dann wiederum gekocht, wobei aber keine 
Spur von CQ, erhalten wurde. 


Versuch 9. 


Der Prefsaft wurde ausgepumpt, mit Kalkmilch unter Eis- 
kihlung behandelt, bei CO,-Abschlu8 filtriert, im Filtrate das 
Calcium mit Oxalsiure quantitativ ausgefallt und der Nieder- 
schlag abfiltriert. Das Filtrat wurde entfarbt durch Ausschiitteln 
mit Tierkohle, welche vorher einmal mit verdiinnter Salzsiure 
und dann wiederholt mit destilliertem Wasser ausgekocht worden 
war. Nach zweimaligem Ausschiitteln und Filtrieren erhielt 





') Die Eiweifistoffe der Hymenomyceten haben basischen Charakter 
und sind den tierischen Histonen ahnlich. Sie werden durch Alkalien 
gefallt und sind in Mineralsduren léslich. Vgl. Winterstein, Diese 
Zeitschrift, Bd. XXIV, S. 438 (1899) und Winterstein und Hoffmann, 
Hofmeisters Beitrage, Bd. II, S. 404 (1902). 

*) Abderhalden und Rilliet, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 395 


(1908). 
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ich eine farblose Fliissigkeit, die mit verdiinnter Salzsaure genau 
neutral gemacht wurde. Diese Flissigkeit gab nach Zusatz 
von klarem Kalkwasser bezw. von Chlorcalcium gar keine Trii- 
bung, reduzierte nicht Fehlingsche Loésung und lieferte keine 
Biuretreaktion. Der so bearbeitete PreBsaft ist also frei von 
Kohlensiure, kohlensauren Salzen, Eiwei® und Farbstoff. Auch 
waren keine Carbaminoséuren in der Fliissigkeit vorhanden, 
denn Zusatz von Alkohol lieferte gar keine Fallung, die Salze 
der Carbaminoséuren werden aber nach den Angaben von 
Siegfried!) durch Alkohol gefallt. Diese farblose Lésung 
scheidet beim Kochen Kohlensiiure ab. So gaben 200 ccm des 
Saftes beim Kochen unter Zusatz von Weinsaure 33,0 mg CQ,. 
140 ccm der aus einem anderen Prefsafte auf dieselbe Weise 
dargestellten Fliissigkeit gaben 20,3 mg CO,. Auch bei Zimmer- 
temperatur wird allméhlich CO, abgeschieden. 100 ccm einer 
auf obige Weise dargestellten und mit 1 g Natriumfluorid ver- 
setzten Fliissigkeit lieferten bei konstanter Luftdurchleitung 
wihrend 24 Stunden 24,0 mg CO,; beim Kochen wurde aber 
sodann keine Spur CO, erhalten. Daf tatsachlich CO, ent- 
weicht, wurde bewiesen durch Einleiten des Gasstromes in 
klares Barytwasser. Leitet man COQ,-freie Luft durch den auf 
obige Weise bearbeiteten und entfarbten Prefsaft, ohne zu er- 
wiirmen, so tritt bald eine leichte Triibung des Barytwassers 
ein; wird nun der Saft schnell auf 100° erwarmt, so entsteht 
sofort im Barytwasser ein voluminéser Niederschlag, der sich 
in Essigséure unter Aufbrausen lést. Das entweichende Gas 
fiirbt Lackmuspapier weinrot. 

Obige Versuche zeigen also, daB im Prefsafte leicht zer- 
setzliche Substanzen, welche bei 100° in neutraler Losung 
CO, abspalten, vorhanden sind. Die Aufklarung der Natur 
so labiler Stoffe bietet gewiB groBe Schwierigkeiten dar; ich 
habe mich mit dieser Aufgabe einstweilen nicht befabt. Es 
scheint die Annahme nicht unwahrscheinlich zu sein, daB die 
genannten Stoffe bei den Oxydationsvorgingen entstehen und 
als Zwischenprodukte der Atmung aufzufassen sind. 


') Siegfried, I. c. 
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Nun fragt es sich, ob nicht die gesamte CO,-Produktion 
des Prefsaftes auf die Dissoziation der CO,-abspaltenden Stoffe 
zuriickzufiihren ist. Diese Voraussetzung ist in betreff der 
aeroben CO,-Produktion von vornherein wenig wahrscheinlich, 
da bei Luftzutritt die CO,-Produktion des Prefsaftes durch 
Erwarmen auf 100° nicht aufgehoben wird. Folgende Versuche 
zeigen in der Tat, dai der Prefsaft bei Sauerstoffzutritt eine 
bedeutend grodfere CO,-Menge bildet, als sie durch Hydrolyse 
der CQ,-abspaltenden Stoffe geliefert werden kann. Bei Sauer- 
stoffabschluB ist dagegen die CO,-Produktion des Prefsaftes 
allem Anschein nach auf die Dissoziation CO,-abspaltender 
Stoffe zuriickzufiihren. 


Versuch 10. 


Der Prefsaft wurde im Vakuum bei 20° zum Sieden ge- 
bracht und alsdann in zwei gleiche Portionen A und B zu je 
300 cem>geteilt. Portion A wurde direkt fiir die CO,-Bestim- 
mung verwendet, Portion B wurde wahrend 28 Stunden im 
Luftstrome belassen, dann ebenfalls fiir die CO,-Bestimmung 
verwendet. Antiseptikum 5 g Chininchlorhydrat. 








Portion A. 
1. CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 68,5 mg 
2. CO, Ger Cavbomate . . . we wee e ee ee He _ 12,2 > — 
Summe. . 80,7 mg 
Portion B. 
1. CO, abgeschieden im Luftstrome: 
im GS BW. 6 6 6 we ee Hs 42,0 mg 
b) » 15 be eae sels ergata . . 62,8 > 
c) » 8 | x 2S eo ee 30,3.» 
Gesamtmenge von CO, im Luftstrome . . 135,1 mg 
2. CQ, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 70,7 » 
a. GR, dew Casbomale. . ce wee em Hee 28,3 > 


Summe ; . 234.1 mg | 


Die Menge der durch Kochen abspaltbaren Kohlensaure 
ist nach 28stiindiger Luftdurchleitung unverindert geblieben, 
was freilich durch Neubildung der CO,-abspaltenden Stoffe 
erklarlich ist. Die Zunahme von CO, der Carbonate ist wahr- 
scheinlich auf Bildung von Ammoniumcarbonat zuriickzufiihren, 
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ich eine farblose Fliissigkeit, die mit verdiinnter Salzsaure genau 
neutral gemacht wurde. Diese Fliissigkeit gab nach Zusatz 
von klarem Kalkwasser bezw. von Chlorcalcium gar keine Trii- 
bung, reduzierte nicht Fehlingsche Lésung und lieferte keine 
Biuretreaktion. Der so bearbeitete Prefsaft ist also frei von 
Kohlenséure, kohlensauren Salzen, Eiwei® und Farbstoff. Auch 
waren keine Carbaminoséuren in der Fliissigkeit vorhanden, 
denn Zusatz von Alkohol lieferte gar keine Fallung, die Salze 
der Carbaminoséuren werden aber nach den Angaben von 
Siegfried!) durch Alkohol gefallt. Diese farblose Lésung 
scheidet beim Kochen Kohlensiure ab. So gaben 200 ccm des 
Saftes beim Kochen unter Zusatz von Weinsaure 33,0 mg CQ,,. 
140 ccm der aus einem anderen Prefsafte auf dieselbe Weise 
dargestellten Fliissigkeit gaben 20,3 mg CO,. Auch bei Zimmer- 
temperatur wird allméhlich CO, abgeschieden. 100 ccm einer 
auf obige Weise dargestellten und mit 1 g Natriumfluorid ver- 
setzten Fliissigkeit lieferten bei konstanter Luftdurchleitung 
wihrend 24 Stunden 24,0 mg CO,; beim Kochen wurde aber 
sodann keine Spur CO, erhalten. Daf tatsachlich CO, ent- 
weicht, wurde bewiesen durch Einleiten des Gasstromes in 
klares Barytwasser. Leitet man CO,-freie Luft durch den auf 
obige Weise bearbeiteten und entfarbten PreBsaft, ohne zu er- 
wiirmen, so tritt bald eine leichte Triibung des Barytwassers 
ein; wird nun der Saft schnell auf 100° erwarmt, so entsteht 
sofort im Barytwasser ein voluminéser Niederschlag, der sich 
in Essigsaure unter Aufbrausen lést. Das entweichende Gas 
farbt Lackmuspapier weinrot. 

Obige Versuche zeigen also, daB im Prefsafte leicht zer- 
setzliche Substanzen, welche bei 100° in neutraler Losung 
CO, abspalten, vorhanden sind. Die Aufklarung der Natur 
so labiler Stoffe bietet gewiB grofBe Schwierigkeiten dar; ich 
habe mich mit dieser Aufgabe einstweilen nicht befabt. Es 
scheint die Annahme nicht unwahrscheinlich zu sein, dab die 
genannten Stoffe bei den Oxydationsvorgingen entstehen und 
als Zwischenprodukte der Atmung aufzufassen sind. 


') Siegfried, I. c. 
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Nun fragt es sich, ob nicht die gesamte CO,-Produktion 
des PreBsaftes auf die Dissoziation der CO,-abspaltenden Stoffe 
zuriickzufiihren ist. Diese Voraussetzung ist in betreff der 
aeroben CO,-Produktion von vornherein wenig wahrscheinlich, 
da bei Luftzutritt die CO,-Produktion des Prefsaftes durch 
Erwarmen auf 100° nicht aufgehoben wird. Folgende Versuche 
zeigen in der Tat, dafi der Prefsaft bei Sauerstoffzutritt eine 
bedeutend gréBere CO,-Menge bildet, als sie durch Hydrolyse 
der CO,-abspaltenden Stoffe geliefert werden kann. Bei Sauer- 
stoffabschluB ist dagegen die CO,-Produktion des Prefsaftes 
allem Anschein nach auf die Dissoziation CO,-abspaltender 
Stoffe zurtickzufiihren. 


Versuch 10. 


Der Prefsaft wurde im Vakuum bei 20° zum Sieden ge- 
bracht und alsdann in zwei gleiche Portionen A und B zu je 
300 ccm geteilt. Portion A wurde direkt ftir die CO,-Bestim- 
mung verwendet, Portion B wurde wahrend 28 Stunden im 
Luftstrome belassen, dann ebenfalls fiir die CO,-Bestimmung 
verwendet. Antiseptikum 5 g Chininchlorhydrat. 





Portion A. 
1. CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 68,5 mg 
a. CO, der Carbomate . 0 ce ee eee HO 12,2 > 
Summe. . 80,7 mg 
Portion B. 
1. CO, abgeschieden im Luftstrome: 
oie G Stand. « 6 kh ee Hes 42,0 mg 
b) » 15 1 Oe eee errr See 62.8 >» 
ia & & 4 ASRS ees 30,3 » 
Gesamtmenge von CO, im Luftstrome . . 135,1 mg 
2. CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 70,7 » 
3. CO, der Carbonate. ......-. i Gee eR Bs > 


Summe. . 234,1 mg 
Die Menge der durch Kochen abspaltbaren Kohlensaure 
ist nach 28stiindiger Luftdurchleitung unverandert geblieben, 
was freilich durch Neubildung der CO,-abspaltenden Stoffe 
erklarlich ist. Die Zunahme von CO, der Carbonate ist wahr- 


scheinlich auf Bildung von Ammoniumcarbonat zuriickzufihren, 
25 
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da bei der Eiweifspaltung in Pilzen Ammoniak entsteht. Durch 
direkte Oxydation wurden 135 mg CO, wiahrend 28 Stunden 
gebildet. 


Versuch 11. 


Der Prefsaft wurde bei 20° im Vakuum zum Sieden ge- 
bracht und dann in drei gleiche Portionen A, B und C zu je 
290 cem geteilt. Portion A wurde sofort fiir die CO,-Bestim- 
mung verwendet, Portion B wurde wihrend 22 Stunden im 
Luftstrome, Portion C im Verlaufe derselben Zeit im Wasser- 
stoffstrome belassen. Nach Beendigung der Gasdurchleitung 
wurden Portionen B und C fiir die CO,-Bestimmungen ver- 
wendet. Antiseptikum 3 g Chininchlorhydrat. 





Portion A. 
1. CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 65,2 mg 
SG, Ger a aK ea 13,0 » 
Summe. . 78,2 mg 

Portion B. 

1. CO, produziert im Luftstrome: 

a) im GURU . ct ct tHE 59,5 mg 
b) » 17 [| see oO & +o oe 48,4 >» 





Gesamtmenge von CQ, im Luftstrome. . 107,9 mg 
2. CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 40,5 » 
3. GO, der Carbonate. «6 6 tet eee wae 20,0 » 


Summe. . 168,4 mg 





Portion C. 
1. CO, produziert im Wasserstoffstrome : 
a) in GG. aos 6 oS Oe 24,6 mg 
b) 17 ; «we See ae ete & 5,4 » 





Gesamtmenge von CQ, im H,-Strome. . 30,0 mg 
CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 23,5 » 
8. CO, der Capbomale . 1. wc ct tt ew ees +. 15,2 > 


bo 


Die im Luftstrome belassene Portion B hat wiederum 
eine bedeutende CO,-Menge durch Oxydationsvorgange erzeugt. 
Die Wasserstoffportion C hat dagegen sogar weniger CO, ge- 
liefert, als die Kontrollportion A; die unbedeutende Differenz 
laBt sich dadurch erklaéren, daB ein Teil von CO, der Wasser- 
stoffportion bei dem Verdraingen der Luft aus dem Versuchs- 
kolben vom Wasserstoffstrome mitgerissen wurde. (Der Geiss- 








PAA SRA MRE OL 





as aac ea NARRE Le 





Ein eigentiimlicher Typus der Pflanzenatmung. 367 


lersche Apparat war erst nach !/estiindiger Wasserstoffdurch- 
leitung eingeschaltet. ) 
Versuch 12. 

Der Prefsaft wurde im Vakuum bei 20° zum Sieden ge- 
bracht und alsdann in zwei gleiche Portionen A und B zu je 
300 cem geteilt. Portion A wurde direkt fiir die CO,-Bestim- 
mung verwendet, Portion B wurde in einen dickwandigen Kol- 
ben gebracht und mit 3 g Natriumfluorid versetzt, der Kolben 
evakuiert und mit Wasserstoff gefiillt. Alsdann wurde im Ver- 
laufe von 24 Stunden Wasserstoffstrom durch die Saftportion B 
geleitet. Nach Beendigung der Wasserstoffdurchleitung wurde 


Portion B ebenfalls fiir die CO,-Bestimmung verwendet. 
Portion A. 
CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 61,1 mg 
Portion B. 
1. CO, abgeschieden im Wasserstoffstrome : 


ao im D3 Staedem «se ere ee 26,6 mg 
b) » a & (6. (O @) 76> Coe e wo eo Se 0% 8,2 
c) » 18 ee es se ee ee 68 > 


Gesamtmenge von CQ, im Wasserstoffstrome 41,6 mg 
2. CO, erhalten durch Kochen bei neutraler Reaktion 27,1 » 


Summe. . 68,7 mg 

Die beiden vorstehenden Versuche zeigen, dal die anae- 
robe CO,-Produktion des Prefsaftes auf eine Zersetzung labiler 
CO,-abspaltender Stoffe zuriickzufiihren ist; diese Stoffe kénnen 
mit Wasser bei 100° unter CO,-Abspaltung hydrolysiert wer- 
den. Da eine Neubildung der CO,-abspaltenden Stoffe bei 
SauerstoffabschluB nicht stattfindet, so ist die Annahme gerecht- 
fertigt, da’ die anaerobe CO,-Produktion des Prefsaftes mit 
der priméren Spaltung des Atmungsmaterials nichts zu tun 
hat; letztere kommt im Champignon auf eine vollkommen eigen- 
artige Weise zustande. Im gewohnlichen Falle der Zucker- 
veratmung wird die Bildung der Acceptoren aus dem Reserve- 
material durch Giarungsfermente bewirkt, welche bei Sauer- 
stoffabschluB eine Spaltung des Zuckers zu Kohlensaéure und 
Athylalkohol hervorrufen. In Psalliota campestris wird Athyl- 
alkohol nicht produziert und die anaerob gebildete Kohlen- 
sdure entstammt einer Spaltung dissoziationsfahiger Stoffe, 





25* 
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welche nur bei Sauerstoffzutritt, folglich nur unter Mitwirkung 
von Oxydationsvorgingen entstehen kénnen. Die primaire 
Spaltung des Atmungsmaterials vom Champignon voll- 
zieht sich ohne CO,-Produktion. 

Bei Sauerstoffzutritt ist der groBte Teil der vom Preb- 
safte produzierten Kohlensaéure auf Oxydationsvorginge zuriick- 
zufiihren. Diese CO, liefernden Oxydationsvorginge unterscheiden 
sich von denjenigen der meisten hodher organisierten Pflanzen 
in der Beziehung, daf} sie durch kurzdauerndes Erwarmen auf 
100° nicht eingestellt werden. Es wire von Interesse, zu un- 
tersuchen, ob die in den Hutpilzen allgemein verbreitete Tyro- 
sinase an der CO,-bBildung des Prefbsaftes beteiligt ist. Tyrosi- 
nase ist nach den Angaben von Bourquelot und Bertrand!) 
ein stark oxydierender Faktor, welcher Tyrosin und andere 
Phenolderivate in braune und schwarzbraune Pigmente um- 
wandelt. Nach Gonnermann?) entstehen diese Farbstoffe aus 
Homogentisinsiiure, die, seiner Meinung nach, als erstes Oxy- 
dationsprodukt des Tyrosins anzusehen ist. Auch Bertel) 
glaubte eine Oxydation von Tyrosin zu Homogentisinsaure in 
Wurzelspitzen von Vicia Faba beobachtet zu haben. Die An- 
gaben der genannten Forscher wurden jedoch durch die spateren 
Untersuchungen von Schulze,*) Schulze und Castoro®) und 
Grafe*®) nicht bestatigt. Bet Umwandlung von Tyrosin in Ho- 
mogentisinséiure muf} eine CO,-Abspaltung stattfinden. 

Kolgende Versuche haben den Zweck, zu erforschen, ob 
die Farbstoffbildung in Champignon von CO,-Produktion be- 
gleitet ist. Nachdem Palladin’) die allgemeine Verbreitung 


') Bourquelot et Bertrand, Journ. de pharm. et de chimie (6), 
Bd. Ill, S. 177 (1896) und Bullet. de la société mycol. de France, Bd. XVIII, 
S. 27 (1896); Bertrand, Comptes rendus, Bd. CXXIII, S. 463 (1896). 

*?) Gonnermann, Pfliigers Archiv, Bd. LXXXII, 8. 289 (1900). 

°) Bertel, Botan. Berichte, Bd. XX, S. 454 (1902). 

*) Schulze, Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 508 (1907). 

5) Schulze u. Castoro, Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 396 (1906). 

6) Grafe, Osterreichisch-Ungar. Zeitschrift f. Zuckerindustrie und 
Landwirtschaft, S. 1 (1908). 

") Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 207 (1908); Botan. Be- 
richte, Bd. XXVIa, S. 378 und 389 (1908) und Bd. XXVII, S. 101 (1909). 
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der leicht oxydierbaren Chromogene in verschiedenen Pflanzen 
hervorgehoben hat, scheint es von Interesse zu sein, die Rolle 
der genannten Stoffe in den die Pflanzenatmung begleitenden 
Stoffumwandlungen womdglich aufzukliren. Sind diese Chromo- 
gene nichts anderes als die letzten intermediiiren Produkte der 
Atmung, so muf die Farbstoffbildung unter CO,-Abspaltung 
erfolgen. 

Zuerst wurde die Oxydation des Tyrosins untersucht. Nach 
den Untersuchungen von Abderhalden und Rilliet!) ist im 
Safte von Psalliota campestris keine Spur von Tyrosin vor- 
handen. Der Prefisaft spaltete die zugesetzten tyrosinhaltigen 
Peptide ohne Tyrosinbildung; das bei der Hydrolyse der Pep- 
tide entstandene Tyrosin wurde also bei den Oxydationsvor- 
giingen abgebaut. Die Abwesenheit des Tyrosins im Prefsafte 
konnte ich insofern bestétigen, als der enteiweifbte, mit Blei- 
acetat entfiirbte und mit Schwefelwasserstoff entbleite Saft 
keine der fir Tyrosin charakteristischen Farbenreaktionen lie- 
ferte. Ist nun die Tyrosinoxydation von CO,-Bildung begleitet, 
so muf ein Zusatz von Tyrosin zu dem Prefisafte eine Steige- 
rung der CO,-Produktion bei Luftzutritt hervorrufen. 


Versuch 13. 

Zwei Saftportionen A und B zu je 450 ccm. Portion A 
wurde mit 5 g Natriumfluorid, Portion B mit 5 g Natriumfluorid 
und 0,75 g Tyrosin versetzt. Dann wurden beide Portionen 
wihrend 24 Stunden im Luftstrome belassen. Es wurden fol- 
gende CO,-Mengen erhalten. 


1. Nach 5 Stunden: A (Kontroll) CO, = 110,0 mg 
B (Tyrosin) » == 117,2 » 
2. Nach weiteren 19 Stunden: A (Kontroll) » = 166,2 » 
B (Tyrosin) » = 94,0 » 


Summe: A (Kontroll) CO, = 2762 mg 
> B (Tyrosin) » = 211,2 » 


Am Ende des Versuches war die Tyrosinportion bedeutend 
dunkler gefirbt als die Kontrollportion; letztere hat aber eine 





’) Abderhalden und Rilliet, Diese Zeitschrift, Bd. LV, S. 395 
(1908). 
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groBere CO,-Menge produziert. Durch Zusatz von Tyrosin wurde 
also die CO,-Produktion abgeschwiacht; es scheint, daB die 
Tyrosinoxydation einen Teil der oxydierenden Faktoren in An- 
spruch genommen hat, wodurch die Oxydation der CO,-liefernden 
Stoffe herabgesetzt wurde. 


Versuch 14. 


Frische Pilze wurden in diinne Scheiben zerschnitten, 
in eine dickwandige Flasche hineingetan und mit konzentriertem 
Glycerin tibergossen. Glycerin hat sich sofort braunrot gefarbt. 
Die Flasche wurde evakuiert und mit Wasserstoff gefiillt; hier- 
durch wurden die Pilze mit Glycerin injiziert und zu Boden 
versenkt: gleichzeitig hat sich Glycerin auf einmal entfarbt. 
Die mit Wasserstoff gefiillte Flasche wurde unter 6fterem Um- 
schiitteln wahrend 24 Stunden stehen gelassen, dann wurde 
der Glycerinauszug in das fiinffache Volumen von 95°/oigem 
Alkohol geseiht, der entstandene Niederschlag abgesaugt, mit 
Alkohol, dann mit Ather ausgewaschen, im Vakuum iiber kon- 
zentrierter Schwefelsiure getrocknet und schlieBlich zu einem 
feinen Pulver zerrieben. Dieses Praparat hat die Eigenschaft, 
Tyrosin in schwarzbraune Pigmente zu verwandeln. 0,85 g 
Priparat wurden mit 150 ccm destilliertem Wasser und 0,1 g 
Tyrosin versetzt und wihrend 20 Stunden im Luftstrome be- 
lassen. Am Ende des Versuches war die Fliissigkeit schwarzgrau 
gefirbt und hat eine grofBe Menge von schwarzen Flocken 
abgeschieden, aber keine Spur Kohlenséure produziert; das 
Gewicht des eingeschalteten Geisslerschen Apparates blieb 
unverandert. Der Inhalt des Versuchskolbens wurde alsdann im 
Kohlensaurebestimmungsapparate ohne Saurezusatz zum Sieden 
gebracht; hierbei wurde aber ebenfalls keine Spur CO, erhalten. 


Versuch 15. 


Ein auf die vorstehend beschriebene Weise aus einer 
anderen Pilzernte erhaltenes Praparat wurde in zwei gleiche 
Portionen A und B zu je 0,775 g geteilt. Portion A wurde 
mit 150 ecm destilliertem Wasser, Portion B mit 150 cem 
destilliertem Wasser und 0,1 g Tyrosin versetzt. Luftstrom 
im Verlaufe von 24 Stunden. Die Kontrollportion A hat sich 
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kaum gelblich gefarbt, die mit Tyrosin versetzte Portion B 
hat eine groBe Menge von schwarzen Flocken abgeschieden, 
aber keine Spur CO, geliefert. 

Aus obigen Versuchen ist ersichtlich, daf die Verarbeitung 
von Tyrosin zu den schwarzbraunen Farbstoffen ohne CO,- 
Produktion zustandekommt. Die in den abgetéteten Pilzen ent- 
stehenden Farbstoffe, welche, allem Anschein nach, nicht aus 
Tyrosin gebildet werden, sind an der CO,-Produktion ebenfalls 
nicht beteiligt. In dieser Beziehung sind Versuche mit erfro- 
renen Pilzen besonders tberzeugend. Die von Palladin!') 
beschriebene Methode der Abt6tung der Pflanzen durch niedere 
Temperatur laft sich mit gutem Erfolg auf Champignon an- 
wenden. Die durch eine 24 Stunden dauernde Temperatur- 
erniedrigung auf — 15° bis — 20° C. getéteten Pilze sind 
immer hart gefroren und mit Eiskrystallen bedeckt. Nach dem 
Auftauen farbt sich das weife Versuchsmaterial zuerst braunrot, 
dann dunkelbraun, schlieflich aber vollkommen schwarz; die 
Pilze werden schlaff und scheiden eine bedeutende Menge von 
Saft, der sich ebenfalls braun und spater schwarz firbt, aus. 
Bei SauerstoffabschluB bleiben aber sowohl die Pilze, als der 
von denselben abgeschiedene Saft ganz farblos. Werden die 
braunrot gefarbten Pilze eine Zeitlang im Wasserstoffstrome 
belassen, so tritt vollkommene Entfarbung ein, die aber nicht 
mehr zu erzielen ist, falls die Oxydation bis zur Bildung von 
dunkelbraunen bezw. schwarzen Farbstoffen vorgeschritten war. 

Aus folgenden Versuchen wird ersichtlich werden, dab 
weder die Oxydation der Chromogene, noch die Reduktion der 
Farbstoffe mit der CO,-Produktion zusammenhingt. Der all- 
gemeine Verlauf der CO,-Abscheidung der durch Erfrierung 
abgetéteten Pilze ist demjenigen der CO,-Abscheidung der Pref- 
safte vollkommen analog, wie es aus dem folgenden Versuche 
zu ersehen ist. 

Versuch 16. 

Frische ausgelesene Pilze wurden in kleine Stiicke zer- 

schnitten und in zwei gleiche Portionen zu je 70 g geteilt. 


———_—_——. -. 





1) Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 407 (1906). 
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Beide Portionen wurden nach den Angaben von Palladin}) 
erfroren und dann in die auf der Abbildung dargestellten Re- 


zipienten mdoglichst schnell 


eingefiillt. Der gréfte Teil der 


kugelf6rmigen Erweiterung des weiten Rohres wurde mit Glas- 


wolle gefiillt, das Versuchs 


material auf die Glaswolle gelegt 


und in die obere Offnung des weiten Rohres ein Kautschuk- 





fy * 


\ 


\ 

















Portion A (Luftstrom). 


stopfen mit Glasrohr eingepreft. 
Der von den Pilzen wiahrend des 
Versuches abgeschiedene Saft ge- 
langte durch die Glaswolle in das 
untere Rohr, welches Toluol ent- 
hielt; das Versuchsmaterial befand 
sich fortwaéhrend in einem mit To- 
luoldampf gesiattigten Gasmedium. 
Portion A wurde im Luftstrome, 
Portion B im Wasserstoffstrome be- 
lassen. Fiir die CO,-Bestimmungen 
wurden Pettenkofersche Rohren 
mit titriertem Barytwasser_ ver- 
wendet. Auf den Titer des Baryt- 
wassers hat Toluol keinen EinfluS. 


Portion B (Wasserstoffstrom). 




















. | or | oe 
Zeit | CO, | aie. 
“ | . in mg 


in Stunden | in mg | pro 1 St. 


CO, 
in mg 
in Stunden | in mg | pro 1 St. 


Zeit CO, 








2 30,0 | 15,0 
24 127,6 | 53 
1'/2 3,2 | 1,1 





Summe 27'/2 | 160.8 ,5 — 














2 26,0 13,0 
8'/e 33,6 4,0 
17 7,8 0,5 
Summe 27 '/2 67,4 — 


Portion A hat sich tiefbraun gefiarbt; Portion B ist voll- 
kommen weih geblieben. Jetzt wurde Portion A im Wasser- 


stoffstrome, Portion B aber 
belassen. 


im Luftstrome wihrend 24 Stunden 


') Palladin, Diese Zeitschrift, Bd. XLVII, S. 407 (1906). 
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Portion A (H,-Strom) Portion B (Luftstrom) 
Zeit CO, in mg | Zeit CO, in mg 
24 Stunden 18,8 | 24 Stunden 37,2 


Portion A hat sich im Wasserstoffstrome etwas entfirbt 
und ist hellbraun geworden. Portion B hat im Luftstrome binnen 
kurzer Zeit eine vollkommen schwarze Firbung angenommen. 
Dieser Versuch zeigt, daB die CO,-Produktion erfrorener Pilze 
im Luftstrome bedeutend ausgiebiger ist, als im Wasserstoff- 
strome; im letzteren Falle ist der gréBte Teil der produzierten 
Kohlenséure in den anfiinglichen Stunden der Wasserstoffdurch- 
leitung gebildet worden. Ganz analoge Vorgiinge waren auch 
an dem Prefsafte wahrgenommen worden. 

Obschon die Wasserstoffportion vollkommen weil geblieben 
war, hat sie alsdann bei Sauerstoffzutritt trotz energischer 
Farbstoffbildung eine im Vergleiche zu der Gesamtmenge von 
CO, der Luftportion A nur unbedeutende CO,-Menge gebildet; 
die im primiéren Spaltungsprozesse gebildeten Acceptoren haben 
sich wahrscheinlich bei Sauerstoffabschlu8 umgelagert und die 
Oxydation wurde auf andere Bahnen gelenkt, wobei sie nicht 
bis zur Kohlensiiurebildung schritt, die Neubildung der nor- 
malen Acceptoren war aber wegen des Verbrauches der hierzu 
notwendigen Faktoren stark herabgesetzt. Folgender Versuch 
zeigt in tiberzeugender Weise, daf die Farbstoffbildung und die 
Farbstoffreduktion mit der CO,-Bildung nicht zusammenhangen. 


Versuch 17. 


Zwei Portionen zerkleinerter Pilze zu je 50 g wurden 
durch Erfrierung abget6étet und in die Rezipienten hineingetan. 
Portion A befand sich fortwahrend im Luftstrome, Portion B 
abwechselnd im Luft- und Wasserstoffstrome. Antisepticum 
Toluol. Fir die CO,-Bestimmungen wurden Pettenkofersche 
Rohren verwendet. Die Resultate des Versuches sind in 
folgender Tabelle zusammengestellt. 

Die Ergebnisse von diesem Versuche zeigen, daf durch 
Farbstoffbildung und nachfolgende Entfarbung die CQO,-Pro- 
duktion nicht befordert, sondern im Gegenteil unterdriickt wird. 
Die im Wasserstoffstrome schnell entfirbte Portion B hat sich 














374 S. Kostytschew, 


nF 





ingle, MAES 
Zeit in Stunden] (CO,-Bildung) CO,-Bildung = | 
— in mg | arbenumschlag 
1 Luftstrom = 20,8; Braunrotfaérbung 
1 H,-St = 13,6 Entfarb 
Luftstrom = 70,0}? — adn 
I. 1'3 Luftstrom = 15,2 Braunrotfarbung 


1'/2 H,-Strom = 8,8) Entfarbung 


Summe 5 Stund.}| CO, = 70,0 mg | mg CO, = 58,4! — 





Luftstrom = 9,2, Dunkelbraun 


Luftstrom = 23,6 | 
H,-Strom = 8,4 — Hellbraun 


= 
bo 





Summe 4 Stund.| CO, == 23,6 mg] mg COQ, = 17,6) — 





| 
HI. 15 Stunden [Luftstrom = 35,2|Luftstrom = 27,6 Schwarzbraun 
lV. 4'/s > » = 6,0 > — 5,2) 
Yi ah H,-Strom = 5,6 - | - 











alsdann bei Luftzutritt wiederum braun gefarbt, lieferte aber 
hierbei eine geringere CO,-Menge (auf Zeiteinheit berechnet), 
als die fortwiihrend im Luftstrome belassene Kontrollportion A. 
Dieser Unterschied ist nicht etwa dem Umstande zuzuschreiben, 
daB die oxydierenden Faktoren bei Sauerstoffabschlu8 mit 
groferer Geschwindigkeit zerstért werden, denn nach 15sttin- 
diger konstanter Luftdurchleitung sind die Geschwindigkeiten 
der CO,-Produktion beider Portionen wieder gleich geworden. 
Es liegt also die Annahme nahe, dai bei Sauerstoffabschluf 
Nebenprodukte entstehen, die ohne CO,-Abspaltung, wohl aber 
unter Farbstoffbildung oxydiert werden und hierbei einen be- 
deutenden Teil der oxydierenden Faktoren in Anspruch nehmen. 

Die Gesamtheit der vorstehend beschriebenen Versuche 
beweist, daf die Farbstoffbildung einen ohne CO,-Produktion 
stattfindenden OxydationsprozeB vorstellt. Die CO, liefernden 
Vorgiange von Champignon sind im wesentlichen auf eine Oxy- 
dation der ohne CO,-Abspaltung entstehenden Acceptoren zuriick- 
zufiihren. Diese Oxydation schreitet bis zur CO,-Bildung; 
auBerdem entstehen hierbei unbestandige Verbindungen, welche 
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durch einfache Spaltung, also ohne Mitwirkung der Oxydation, 
Kohlensaure liefern. Diese Spaltung kann durch Hydrolyse 
mit Wasser bei 100° herbeigefiihrt werden. 

Nun taucht die Frage auf, welche Stoffe auf eine so 
eigenartige Weise verarbeitet werden. Die Voraussetzung, dab 
nur Eiweifstoffe als Atmungsmaterial dienen, ist wenig wahr- 
scheinlich, denn eine bis zur CO,-Bildung schreitende Oxydation 
findet im Prefisafte auch nach Abscheiden der Eiweibstoffe 
statt. Auch ist dem Umstande Rechnung zu tragen, daf unter 
den Spaltungsprodukten des Eiweifes am leichtesten oxydier- 
bares Tyrosin nicht zu CO, verbrannt werden kann. Eine 
Veratmung der Kohlenhydrate ist ebenfalls wenig wahrscheinlich, 
da losliche Zucker im Prefsafte nicht vorhanden sind, einer 
Oxydation der unloslichen komplizierten Kohlenhydrate sollte 
aber jedenfalls eine Hydrolyse unter Bildung von _ loéslichen 
Monosen oder Biosen vorangehen. Doch lieferten simtliche 
von mir untersuchten Prefisafte weder Reaktion mit Fehling- 
scher Lésung, noch Furfurolreaktion. Nach den Angaben von 
Miintz!) ist auch die sonst in Hutpilzen ziemlich verbreitete 
Trehalose im Champignon nicht vorhanden; diese Beobachtung 
habe ich vollkommen bestitigt. Zum Nachweis der Trehalose 
habe ich enteiweibte und entfarbte Prefsifte mit konzentrierter 
Schwefelséure bis zu einem Gehalt von 5°/o versetzt und den 
Anweisungen von Winterstein?) gem&f 6 Stunden am Riick- 
flubktihler gekocht; dann wurde Schwefelséure mit Baryt quan- 
titativ gefallt, der Saft filtriert und mit Fehlingscher Lésung 
gepriift. Bei der Hydrolyse wird Trehalose quantitativ in 
d-Glukose tibergefiihrt, da aber auch die in vorstehend beschrie- 
bener Weise mit Schwefelsiure gekochten PreBsifte CuO nicht 
reduzierten, so wurde hierdurch die Abwesenheit von Trehalose 
im Champignon festgestellt. 

Der Einwand, dafi der eben gebildete Zucker sofort weiter 
verarbeitet wird, ist nicht stichhaltig, da bei einem derartigen 
Zuckerhunger eine Steigung der CQO,-Produktion des Pref- 





‘) Miintz, Annales de chimie et de physique (5), Bd. VIL, S. 56 
(1876). 


*) Winterstein, Chem. Berichte, Bd. XXVI, S. 3094 (1893). 
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saftes nach Zuckergabe zu erwarten ware. In meinen friiher 
verOffentlichten Versuchen') habe ich dargetan, daf bei Sauer- 
stoffabschluB der Zuckerzusatz erst nach laingerer Zeit einen 
unbedeutenden Einfluf{ auf die CO,-Produktion ausiibt; dieser 
Einfluf ist offenbar als eine Nebenwirkung anzusehen. Folgender 
Versuch beweist, dai auch bei Sauerstoffzutritt keine Befér- 
derung der CO,-Produktion durch Zuckergabe hervorgerufen 
wird. 
Versuch 18. 

2 gleiche Portionen des Prebsaftes zu je 125 ccm. Portion A 
wurde mit 15 cem Toluol, Portion B mit 15 cem Toluol und 
10 g krystallinischem Traubenzucker versetzt. Ft die CO,- 
Bestimmungen wurden Pettenkofersche Rohren verwendet. 
Im Verlaufe von 18 Stunden wurden folgende CO,-Mengen im 
Luftstrome gebildet. 


!. Nach 5 Stunden: A (Kontroll) CO, = 53,2 mg 
B (Traubenzucker) » = 52,8 

2. Nach weiteren 13 Stunden: A (Kontroil) » == 24,4 » 
B (Traubenzucker) » = 28,0 


Von den iibrigen stickstofffreien Verbindungen ist nur 
d-Mannit im Champignon reichlich vorhanden. Es ist wohl 
moéglich, daf Mannit bei der Atmung verarbeitet wird, obwohl 
nicht auf die Art und Weise, wie sich Miintz?) die Mannit- 
spaltung bei SauerstoffabschluB vorstellte. Die ersten Versuche, 
bei denen Prefséfte mit natiirlichem Mannit versetzt worden 
waren, ergaben folgende Resultate. 


Versuch 19. 


Zwei gleiche Saftportionen zu je 250 ccm. Portion A 
wurde mit 2,5 g Natriumfluorid, Portion B mit 2,5 g Natrium- 
fluorid und 15 g Mannit versetzt. Luftstrom wahrend 22 Stunden. 

1. Nach 2 Stunden: A (Kontroll) CO, 59,6 mg 

B (Mannit) > == 552 » 
. Nach weiteren 3 Stunden: A (Kontroll) » = 38,0 » 
B (Mannit) » == 888 » 
3. Nach weiteren 17 Stunden: A (Kontroll) » = 41,6 » 
B (Mannit) » == 28,4 » 
') Kostytschew, Botan. Berichte, Bd. XXVIa, S. 167 (1908). 
*) Miintz, Annales de chimie et de physique (5), Bd. VIII, S. 56 


(1876). 


| 


bo 
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Versuch 20. 


Der PreBsaft wurde in zwei gleiche Portionen A und B 
zu je 125 cem geteilt. Portion A wurde mit 15 cem Toluol, 
Portion B mit 15 ccm Toluol und 10 g Mannit versetzt. Beide 
Portionen wurden wihrend 19 Stunden im Wasserstoffstrome 
und alsdann noch 6 Stunden im Luftstrome belassen. 

1. Nach 5 Stunden im Wasserstoffstrome: 

A (Kontroll) CO, = 40,0 mg 

B (Mannit) >» = 344 >» 
2. Nach weiteren 14 Stunden im Wasserstoffstrome : 

A (Kontroll) CO, = 26,4 

B (Mannit) » = 24,0 » 
3. Nach 6 Stunden im Luftstrome: 

A (Kontroll) » == 10,0 

B (Mannit) > = 88 >» 

Beide Versuche zeigen, dai ein Zusatz von Mannit die 
CO,-Produktion des Prefsaftes nicht befordert. Dieses Ergebnis 
ist aber leicht erklarlich. Der Prefsaft enthilt eine grofe 
Menge von Mannit; ein Zusatz des ohnehin im Uberschusse vor- 
handenen Atmungsmaterials mu’ entweder ohne jede Wirkung 
bleiben, oder gar die CO,-Produktion unter Umstanden beein- 
trachtigen, wie ich es z. B. schon lingst an Schimmelpilzen 
beobachtet habe.!) Es muf also eine andere Methode fir den 
Nachweis der Mannitveratmung angewendet werden. In den 
nunmehr folgenden Versuchen habe ich, behufs Loésung der 
Frage, ob in abgetOteten Pilzen Mannitverbrauch stattfindet, 
quantitative Mannitbestimmungen ausgefiihrt. Untersuchungen 
dieser Art wurden noch niemals vorgenommen, einige Forscher 
setzen sogar voraus, daf} Mannit in Hutpilzen nicht als Atmungs- 
material, sondern im Gegenteil als ein Produkt der Atmung 
anzusehen ist. 

Die Mannitbestimmungen habe ich an den durch niedere 
Temperatur getéteten Pilzen ausgefiihrt, da diese eine im Ver- 
gleich zu dem Prefsafte relativ gr6Bere CO,-Menge abscheiden: 
wihrend der ersten Stunde der Luftdurchleitung steht die Ge- 
schwindigkeit der CO,-Abscheidung erfrorener Pilze derjenigen 





1) Kostytschew, Botan. Berichte, Bd. XX, S. 327 (1902). 
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lebender Pilze wenig nach, wie es aus dem _ nachstehenden 
Versuche zu ersehen ist. Die ausgiebige CO,-Abscheidung muf 
aber mit einem entsprechend starken Verbrauche des Atmungs- 
materials zusammenhiangen. 

Die Mannitbestimmungen wurden auf folgende Weise aus- 
gefiihrt. Das Versuchsmaterial wurde mit Quarzsand zerrieben 
und wahrend einer Stunde mit 70 °/oigem Alkohol im Wasser- 
bade am RiickfluBkiihler gekocht, der Alkoholextrakt filtriert, 
der Riickstand mit frischem Alkohol noch einmal ausgekocht, 
abfiltriert und mit heifem, 70°/oigem Alkohol ausgewaschen. 
Die vereinigten Extrakte wurden abdestilliert, der alkoholfreie 
Riickstand vollkommen eingedampft, dann in heifem Wasser 
gelost, mit gereinigter Tierkohle gekocht, die Tierkohle abfiltriert 
und mit heiBem Wasser mehrmals ausgewaschen, das Filtrat 
mit dem Waschwasser vereinigt und aufs Trockene eingedampft. 
Auf diese Weise erhielt ich einen Sirup, aus welchem Mannit 
mit heibem, 95 °/oigem Alkohol ausgezogen wurde. Die voll- 
kommene Abtrennung eines alkoholléslichen Chromogens_be- 
reitete grobe Schwierigkeiten: es erwies sich als unerlaBlich, 
das Mannit durch Abkiihlung des Alkoholauszugs mdglichst 
schnell in feinkrystallinischer Form abzuscheiden. Diese erste 
Portion wurde alsdann durch zweimaliges Umkrystallisieren 
gereinigt. Die vereinigten Mutterlaugen wurden aufs Trockene 
eingedampft und lieferten nach Wiederholung der soeben be- 
schriebenen Operationen eine zweite Portion von Mannit. Dann 
wurde die Mutterlauge wiederum eingedampft, in Wasser gelost, 
mit Tierkohle gereinigt, verdampft und mit heifem Alkohol 
aufgenommen, wodurch noch einige Milligramm Mannit ge- 
wonnen wurden. Diese Methode ist freilich mit einem Verlust 
an Mannit verbunden, es wurde aber beim Verarbeiten simt- 
licher Portionen des Versuchsmaterials immer auf genau die- 
selbe Weise vorgegangen; infolgedessen diirfen die Resultate 
als wohl vergleichbar erscheinen. Sind aber anderseits die 
schweren sirupOsen Bestandteile des Alkoholauszuges nicht 
vollkommen entfernt, so kénnen hierdurch die Resultate total 


entstellt werden. 
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Versuch 21. 


I. 62 g frische, ausgelesene Pilze wurden in den vor- 
stehend abgebildeten Rezipienten hineingetan und wihrend zwei 
Stunden im Luftstrome belassen. 

Nach der ersten Stunde: CO, = 32,0 mg 
> » zweiten » == 304 » 

II. Frische, ausgelesene Pilze wurden zerschnitten und in 
zwei Portionen A und B zu je 62 g geteilt. Portion A wurde 
erfroren und dann im Verlaufe von 48 Stunden im Luftstrome 
belassen, Antisepticum Toluol.'!) Fir die CO,-Bestimmungen 
wurden Pettenkofersche Rohren benutzt. Nach Beendigung 
der Luftdurchleitung wurde das Versuchsmaterial fiir die Mannit- 
bestimmung verwendet. Portion B wurde ohne vorangehende 
Luftdurchleitung fiir die Mannitbestimmung verwendet und 
diente somit als Kontrollportion. 


Portion A. 
a) CO,-Bestimmungen: 


1. Luftstrom im Verlaufe von 1 Stunde : CO, = 22,0 mg 

2. > > > 3 Stunden: » = 424 

3. ys > , » 5 » > » == 45,2 

4, » » » » 39 » ; 3 78,0 

5. » > > » 1 Stunde : » = OO » 
Gesamtmenge von CO, = 187,6 mg 


b) Mannitbestimmung: CH,OH- (CHOH),-CH,OH = 0,340 g. 
Portion B (Kontrollportion). 

Mannitbestimmung: CH,OH -(CHOH),-CH,OH = 0,651 g. 

Im Verlaufe von 48 Stunden wurde also 0,311 g Mannit 
von der Portion A verbraucht. 

Versuch 22. 

Frische, ausgelesene Pilze wurden zerschnitten und in 
drei gleiche Portionen A, B und C zu je 70g geteilt. Nach 
dem Erfrieren wurde Portion A 26!/2 Stunden im Luftstrome, 
Portion B aber im Wasserstoffstrome mit einem Uberschuf 
von Toluol belassen. Fir die CO,-Bestimmungen wurden 
Pettenkofersche Réhren benutzt. Nach Beendigung der Gas- 





‘) Es wurde ein grofer Uberschuf von Toluol verwendet und das 
Versuchsmaterial wurde auferdem mit Toluol getrankt. 
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durchleitung wurden beide Portionen fiir die Mannitbestim- 
mungen verwendet. Die Kontrollportion C wurde ohne voran- 
gehende Gasdurchleitung fiir die Mannitbestimmung verwendet. 


CO,-Bestimmungen: 





Portion A (Luftstrom). | Portion B (H,-Strom). 
Nach 2'/e Stunden: | Nach 2'/e Stunden: 
CO,= 43,6mg | CO, = 36,4 mg 
Nach weiteren 24 St.: | Nach weiteren 24 St.: 
CO, == 103,2 > | CO, = 41,2 » 


a 7 @ ’ a= , 
Gesamtmenge von CO, =146,83mg | Gesamtmenge von CO, = 77,6 mg 


Mannitbestimmungen: 


Portion A (Luftstrom) CH,OH -(CHOH),-CH,OH = 0,342 g 


>  B (H,-Strom) > = 0,335 » 
C (Kontroll) > = 0,643 » 
Mannitverbrauch von A = O,301 » 

> » B = 0,308 » 


Die beiden vorstehenden Versuche zeigen, daf in erfrorenen 
Pilzen ein betrachtlicher Mannitverbrauch stattfindet. Be- 
achtenswert ist der Umstand, daB sowohl bei Sauerstoffzutritt 
als bei SauerstoffabschluB gleiche Mannitmengen verschwinden, 
obwohl die CO,-Produktion bei Sauerstoffabschlu8 bedeutend 
geringer ist, als bei Sauerstoffzutritt. Dies deutet darauf hin, 
da die primiire Mannitzersetzung ohne CO,-Abspaltung zustande 
kommt, was mit den vorstehend dargelegten Betrachtungen 
iiber die Herkunft der bei Sauerstoffabschlub gebildeten Kohlen- 
siiure in vollem Einklange steht. Die Frage nach den Produkten 
der Mannitspaltung bleibt kiinftigen Untersuchungen vorbehalten; 
an dieser Stelle mag nur erwahnt werden, daf ich eine Bildung 
von zyklischen Verbindungen fiir wahrscheinlich halte. Fir 
die Kenntnis der bei der Atmung von Champignon stattfindenden 
Stoffumwandlungen diirfte es von Interesse sein, da bei den 
anaeroben Spaltungsprozessen organische Saéuren nicht gebildet 
werden; dies ist tibrigens von vornherein naheliegend, denn 
niemals habe ich saure Reaktion der Prefsafte wahrgenommen. 
Folgender Versuch zeigt, daf in lebenden Pilzen bei Sauer- 
stoffabschlu8 keine nennenswerten Mengen von organischen 


Saduren entstehen. 
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Versuch 23. 


I. Kontrollportion. 705 g frische ausgelesene Pilze 
wurden mit etwas Quarzsand zerrieben, mit 31 destilliertem 
Wasser versetzt und 1 Stunde am RiickfluBkiihler gekocht. 
Der rote, gegen Lackmus und Kongorot neutrale Extrakt wurde 
filtriert und in drei Portionen A, B und C geteilt. 

Portion A wurde zum Nachweis der fliichtigen Sauren 
verwendet; sie wurde auf dem Wasserbade stark eingeengt, 
von dem entstandenen schleimigen Niederschlage mittels Fil- 
tration befreit, mit einem Uberschu8 von Schwefelsiure ver- 
setzt und unter Wasserdampfdurchleitung abdestilliert. Das 
schwach sauer reagierende Destillat enthielt, den Reaktionen 
zufolge, eine unbedeutende Menge von Ameisensiure; diese 
wurde durch Kochen mit Quecksilberoxyd zerlegt, das Unlés- 
liche abfiltriert, das Filtrat mit Schwefelséure versetzt und 
nochmals unter Wasserdampfdurchleitung abdestilliert. Das 
Destillat war diesmal neutral. Von den fliichtigen Séuren ent- 
hielt also das Versuchsmaterial nur eine Spur Ameisensaure 
in Form von Formiaten. 

Portion B wurde mit basischem Bleiacetat versetzt, der 
Niederschlag abfiltriert, ausgewaschen, in Wasser suspendiert, 
mit Schwefelwasserstoff entbleit und Bleisulfid abfiltriert. Die 
erhaltene L6sung enthielt eine bedeutende Menge von Phosphor- 
siure, neben welcher nur Spuren von Apfelsiure und Wein- 
siure vorhanden waren. Die fiir andere Pflanzenséuren cha- 
rakteristischen Reaktionen ergaben negative Resultate. Fiir 
eine Isolierung war die Menge der Weinsiiure bezw. der Apfel- 
saure zu gering. 

Portion C wurde mit Schwefelsdure versetzt und wahrend 
24 Stunden im Apparate von Kutscher und Steudel!) mit 
Ather extrahiert. Der Atherextrakt wurde auf Milchsiure 
gepriift. Der Ather wurde abdestilliert, der Riickstand in Wasser 
aufgelist, mit Bleihydroxyd gekocht, heif filtriert, mit Schwefel- 
wasserstoff entbleit, Bleisulfid abfiltriert, das Filtrat mit Zink- 





') Kutscher uud Steudel, Diese Zeitschrift, Bd. XXXIX, S. 473 
(1903). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 
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carbonat gekocht, filtriert, eingedampft und in aller Ruhe be- 
lassen. Hierbei hat sich aber gar nichts auskrystallisiert; es 
war also héchstens nur eine Spur von Milchsaéure im Versuchs- 
material vorhanden. 

II. Wasserstoffportion. 1145 g ausgelesenes Pilz- 
material wurde 25 Stunden im Wasserstoffstrome belassen, 
dann auf genau dieselbe Weise verarbeitet wie die Kontroll- 
portion, wobei ebenfalls nur Spuren von Ameisensdure, Wein- 
siure und Apfelsiure nachgewiesen werden konnten. Es ist 
also ersichtlich, daf organische Sauren bei den anaeroben Stoff- 
umwandlungen von Psalliota campestris nicht gebildet werden. 

Die in dieser Mitteilung beschriebenen Untersuchungen 
zeigen, dai die Verarbeitung des Atmungsmaterials im Cham- 
pignon sehr eigenartig verlauft und von den sich bei Zucker- 
veratmung abspielenden Vorgangen durchaus verschieden ist. 
Die physiologische Oxydation des Betriebsmaterials wird also 
je nach der Natur der zu oxydierenden Stoffe auf verschie- 
dene Art und Weise herbeigefiihrt. Es kann wohl nicht be- 
zweifelt werden, daf auch andere mannitftihrende Hutpilze, 
welche ihre Betriebsenergie ganz oder teilweise nicht auf 
Kosten von Zuckerarten entwickeln, Stoffumwandlungen _be- 
wirken, die denjenigen von Champignon vollkommen analog sind. 






































Uber die Beziehung der aus wasserigen Organextrakten ge- 
wonnenen Nucleinfermente zu den physiologischen Vorgangen 
im lebenden Organismus. 

Von 
Walter Jones. 


(Aus dem Laboratorium fiir physiolog. Chemie, John Hopkins Universitat.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Januar 1910.) 











Alle diejenigen, welche sich mit der Frage des Nucleinstoffwechsels 
beschaftigen, teilen wohl mehr oder weniger entschieden die Auffassung, 
dafi der Ubergang von der Nucleinsiure in Harnsdure unter dem Ein- 
fluS der wasserigen Organextrakte durch vier voneinander unabhangige 
Fermente bewirkt wird: die Nuclease, die Guanase, die Adenase und 
die Xanthooxydase.') Diese Fermente wurden durch Versuche mit 
wiasserigen Organextrakten entdeckt und verdanken ihnen ihre Namen. 
Zugleich sind aber diese Bezeichnungen auch auf analoge Vorginge, die 
sich méglicherweise in lebenden Organen abspielen, tibertragen worden und 
gelegentlich hat man sogar diese Fermente mit dem Kollektivnamen 
«Fermente des Nucleinstoffwechsels»> bezeichnet. Diese Ungenauigkeit in 
der Nomenklatur ist durch verschiedene Umstande veranlafit worden. 
Erstens dadurch, dafi keine Ausdriicke fiir die physiologischen Vorginge 
im speziellen im Gebrauche sind; zweitens, weil gewisse Griinde (z. B. 
beim Menschen) die Annahme als berechtigt erscheinen lassen, dafs die 
beiden Vorgange identisch seien; drittens war auch wohl das Bestreben 
mafigebend, jeden Gedanken an eine cvitalistische» Auffassung auszu- 
schliefen. Jedermann betrachtet es als unstatthaft, aus Resultaten mit 
Organextrakten direkte Schliisse auf die Tatigkeit im lebenden Organis- 
mus zu ziehen oder, kurz gesagt, von solchen Laboratoriumsexperimenten 
ohne weiteres auf physiologische Vorgange zu schlicfen. Freilich scheint 
die Abneigung gegen diese Art von Schluffolgerung weniger allgemein 
zu sein, wenn das logische Verfahren etwas weniger durchsichtig ist. 
Wenn es nicht erlaubt ist, den Laboratoriumsversuch, ohne Vorbehalt, 
auf physiologische Vorginge zu beziehen, dann ist es sicher auch un- 





') Mendel und Mitchell, American Journ. Physiol., Bd. XX, S. 97. 
— Schittenhelm, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 254. — Wells und 
Corper, Journ. of Biol. Chem., Bd. VI, S. 469. — Miller und Jones, Diese 
Zeitschrift, Bd. LXI, S. 395. 
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logisch, die Resultate der Laboratoriumsexperimente durch Uberlegungen 
physiologischer Art in Zweifel zu ziehen; wie nahe ein solcher Irrtum 
liegt, zeigt folgendes Beispiel. 

Es ist von Jones und Austrian’) gezeigt worden, daf ein 
wasseriges Extrakt von Kaninchenleber wohl eine Umwandlung von 
Guanin in Xanthin, aber nicht eine analoge Verénderung von Adenin in 
Hypoxanthin bewerkstelligen kann. Schittenhelm und Schmid?) be- 
streiten den mit einem wisserigen Extrakt dieses Organs angestellten 
Versuch, weil, nach ihrer Meinung, seine Richtigkeit die Anwesenhei! 
einer groffen Menge Adenin im Urin des Tieres zur Folge haben miifte. 
Sie waren so fest davon iiberzeugt, dafi der Vorgang im lebenden Or- 
ganismus dem mit dem Extrakt des loten Organs entsprechen mufbte, daf 
sie nach zweimaliger Wiederholung des Experiments von Jones und 
Austrian mit negativem Erfolg (wahrscheinlich mit dem von Jones 
und Austrian beschriebenen Resultat) ein drittes Experiment anstellten, 
welches vollstandig ihren Voraussetzungen entsprach. 

Schlagender noch ist das folgende Beispiel: Eine Untersuchung der 
wiasserigen Ausziige einer Anzahl menschlicher Organe fiihrte Winter- 
nitz und Jones*) ebenso wie Miller und Jones‘) zu der Schluf- 
folgerung, dafi das Extrakt der Leber eines erwachsenen Menschen so- 
wohl Guanase wie Xanthooxydase enthalt; ferner, dafs’ in bestimmten 
anderen Organen Guanase vorhanden ist, aber die Xanthooxydase nur 
der Leber zukommt; dafs Adenase allen Organen in charakteristischer 
Weise fehlt; daf schlieflich in Ubereinstimmung mit den fritheren Aus- 
fiihrungen Wiechowskis®) die menschliche Leber keine Uricolase zeigt. 
Das Fehlen von Adenase war gefolgert worden aus dem Wiederauffinden 
einer grohen Menge des unveranderten Adenins nach der Digestion bei 
Kérpertemperatur mit wasserigen Extrakten menschlicher Organe und 
ohne Riicksicht auf die Tatsache, daf§ eine Spur (wirklich nur eine Spur) 
von Hypoxanthin unter den Produkten gefunden wurde; diese letztere 
Substanz wurde aus guten Griinden als im Organextrakt vorgebildet an- 
gesehen und nicht als wahrend der Digestion auf Kosten des Adenins 
entstanden. Ihr Vorhandensein wurde namlich auf das Muskelgewebe 
der Driise bezogen und sie wurde als «praformiertes Hypoxanthin» be- 
zeichnet. Diese Schluffolgerung wird auch von Schittenhelm®) in 





‘) Diese Zeitschrift. 

*) Diese Zeitschrift. 

5) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 180. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 395. 

5) Arch. f. exp. Path. und Pharm., Bd. LX, S. 185. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 248. — Die erste Entdeckung der 
Xanthooxydase in der menschlichen Leber ist von Kiinzel und Schitten- 
helm gemacht. Zentralbl. fiir die ges. Phys. u. Path. des Stoffwechsels, 
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seinen Untersuchungen iiber die Organe erwachsener Menschen aner- 
kannt; er kann die Harnsdure nach der Digestion mit den Organen er- 
wachsener Menschen bei Luftdurchleitung wiederauffinden; er glaubt, dah 
Xanthooxydase im wesentlichen auf die Leber beschrankt sei, und er 
stellt fest, daf§ die Umwandlung von Adenin in Hypoxanthin keineswegs 
so bequem oder so vollstiindig vor sich geht, wie die Ueberfiihrung von 
Guanin in Xanthin. Dennoch behauptet er, daf{ Adenase, wenn auch in 
beschranktem Mafe, von einer Anzahl menschlicher Organe erzeugt wird, 
und glaubt, daf die Behauptung des vollstaéndigen Fehlens der Adenase 
in den wasserigen Organausziigen toter menschlicher Organe sich nicht 
vereinigen lasse mit der klassischen Analyse des menschlichen Urins 
durch Kriiger und Salomon.') Die folgenden Zeilen sind dem Artikel 
Schittenhelms*) entnommen: «Legt man diese Jonessche Feststellung 
als Mafstab an den menschlichen Purinstoffwechsel, so kime man zu 
der Ansicht, dafs der Mensch Adenin tiberhaupt nicht angreifen kann..... 
Kriiger und Salomon konnten in ihrer bekannten Arbeit aus 100001 
Urin 10,11 g Xanthin, 8,50 g Hypoxanthin und nur 3,54 g Adenin 
isolieren, Diese lingst bekannten Tatsachen miissen doch unbedingt zu 
der Folgerung fiihren, dafs das mit Organextrakten erhaltene Resultat des 
absoluten Fehlens der Adenase in den Versuchen von Jones und seinen 
Mitarbeitern nicht der Wirklichkeit, d. h. dem vitalen Stoffwechsel ent- 
sprechen kann.» 

Was die Wiederholung der Versuche von Jones und seinen Mit- 
arbeitern betrifft, ist Schittenhelm durchaus berechtigt, seinen eigenen 
Resultaten den Vorzug zu geben. Freilich sind die Versuche von Jones, 
Winternitz und Miller nicht gemacht im Hinblick auf irgend welche 
Betrachtung tiber den Stoffwechsel, wie er in der Zusammensetzung des 
Urins zum Ausdruck kommt. Man kann hier nur konstatieren, dafi kein 
Gegensatz zwischen den Resultaten von Kriiger und Salomon und 
dem totalen Fehlen von Adenase in den lebenden Organen des Menschen 
besteht. Bei der Untersuchung von 10000 1 menschlichen Urins fanden 
sie 8,5 g Hypoxanthin und nur 3,04 g Adenin; aber vorher hatten sie 
zur Isolierung der Substanzen die Methode von Neubauer benutzt, bei 
der Hypoxanthin sowohl aus Carnin wie aus Adenin gebildet werden 
konnte, eine Mdglichkeit, die von Kriiger und Salomon festgestellt 
ist.°) Guanin wurde nicht gefunden und die Anwesenheit des weniger 
widerstandsfahigen Adenins zeigt an, dafs ersteres von vornherein nicht 
zugegen war. Diese bemerkenswerte Analyse fiihrt zur Annahme, daf 
menschlicher Urin wohl Xanthin und Adenin enthalt, aber weder Guanin 
noch Hypoxanthin, ein Ergebnis, das in vollkommener Ubereinstimmung 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 367. 
*) loc. cit. S. 253. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 371. 
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logisch, die Resultate der Laboratoriumsexperimente durch Uberlegungen 
physiologischer Art in Zweifel zu ziehen; wie nahe ein solcher Irrtum 
liegt, zeigt folgendes Beispiel. 

Es ist von Jones und Austrian') gezeigt worden, dafi ein 
wasseriges Extrakt von Kaninchenleber wohl eine Umwandlung von 
Guanin in Xanthin, aber nicht eine analoge Veranderung von Adenin in 
Hypoxanthin bewerkstelligen kann. Schittenhelm und Schmid?) be- 
streiten den mit einem wiisserigen Extrakt dieses Organs angestellten 
Versuch, weil, nach ihrer Meinung. seine Richtigkeit die Anwesenhei! 
einer grofien Menge Adenin im Urin des Tieres zur Folge haben miifte. 
Sie waren so fest davon tberzeugt, dafi der Vorgang im lebenden Or- 
ganismus dem mit dem Extrakt des loten Organs entsprechen mufte, daf 
sie nach zweimaliger Wiederholung des Experiments von Jones und 
Austrian mit negativem Erfolg (wahrscheinlich mit dem von Jones 
und Austrian beschriebenen Resultat) ein drittes Experiment anstellten, 
welches vollstandig ihren Voraussetzungen entsprach. 

Schlagender noch ist das folgende Beispiel: Eine Untersuchung der 
wasserigen Ausziige einer Anzahl menschlicher Organe fithrte Winter- 
nitz und Jones‘) ebenso wie Miller und Jones‘) zu der Schluf- 
folgerung, dafi das Extrakt der Leber eines erwachsenen Menschen so- 
wohl Guanase wie Xanthooxydase enthalt; ferner, daf§ in bestimmten 
anderen Organen Guanase vorhanden ist, aber die Xanthooxydase nur 
der Leber zukommt; dafs Adenase allen Organen in charakteristischer 
Weise fehlt; dafi schlieSlich in Ubereinstimmung mit den fritheren Aus- 
fihrungen Wiechowskis®) die menschliche Leber keine Uricolase zeigt. 
Das Fehlen von Adenase war gefolgert worden aus dem Wiederauffinden 
einer grofen Menge des unveranderten Adenins nach der Digestion bei 
Korpertemperatur mit wasserigen Extrakten menschlicher Organe und 
ohne Riicksicht auf die Tatsache, daf§ eine Spur (wirklich nur eine Spur) 
von Hypoxanthin unter den Produkten gefunden wurde; diese letztere 
Substanz wurde aus guten Griinden als im Organextrakt vorgebildet an- 
gesehen und nicht als wahrend der Digestion auf Kosten des Adenins 
entstanden. Ihr Vorhandensein wurde namlich auf das Muskelgewebe 
der Driise bezogen und sie wurde als «praformiertes Hypoxanthin» be- 
zeichnet. Diese Schluffolgerung wird auch von Schittenhelm®) in 





') Diese Zeitschrift. 

2) Diese Zeitschrift. 

3) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. 180. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. LXI, S. 395. 

5) Arch. f. exp. Path. und Pharm., Bd. LX, S. 185. 

°) Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 248. — Die erste Entdeckung der 
Xanthooxydase in der menschlichen Leber ist von Kiinzel und Schitten- 
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seinen Untersuchungen iiber die Organe erwachsener Menschen aner- 
kannt; er kann die Harnsdure nach der Digestion mit den Organen er- 
wachsener Menschen bei Luftdurchleitung wiederauffinden; er glaubt, dah 
Xanthooxydase im wesentlichen auf die Leber beschriankt sei, und er 
stellt fest, daf§ die Umwandlung von Adenin in Hypoxanthin keineswegs 
so bequem oder so vollstindig vor sich geht, wie die Ueberfiithrung von 
Guanin in Xanthin. Dennoch behauptet er, daf{§ Adenase, wenn auch in 
beschranktem Mafe, von einer Anzahl menschlicher Organe erzeugt wird, 
und glaubt, dafi die Behauptung des vollsténdigen Fehlens der Adenase 
in den wasserigen Organausziigen toter menschlicher Organe sich nicht 
vereinigen lasse mit der klassischen Analyse des menschlichen Urins 
durch Kriiger und Salomon.') Die folgenden Zeilen sind dem Artikel 
Schittenhelms*) entnommen: «Legt man diese Jonessche Feststellung 
als Mafstab an den menschlichen Purinstoffwechsel, so kime man zu 
der Ansicht, dafs der Mensch Adenin iiberhaupt nicht angreifen kann..... 
Kriiger und Salomon konnten in ihrer bekannten Arbeit aus 10000 1 
Urin 10,11 g Xanthin, 8,50 g Hypoxanthin und nur 3,54 g Adenin 
isolieren, Diese lingst bekannten Tatsachen miissen doch unbedingt zu 
der Folgerung fiihren, dafs das mit Organextrakten erhaltene Resultat des 
absoluten Fehlens der Adenase in den Versuchen von Jones und seinen 
Mitarbeitern nicht der Wirklichkeit, d. h. dem vitalen Stoffwechsel ent- 
sprechen kann.» 

Was die Wiederholung der Versuche von Jones und seinen Mit- 
arbeitern betrifft, ist Schittenhelm durchaus berechtigt, seinen eigenen 
Resultaten den Vorzug zu geben. Freilich sind die Versuche von Jones, 
Winternitz und Miller nicht gemacht im Hinblick auf irgend welche 
Betrachtung iiber den Stoffwechsel, wie er in der Zusammensetzung des 
Urins zum Ausdruck kommt. Man kann hier nur konstatieren, dafi kein 
Gegensatz zwischen den Resultaten von Kriiger und Salomon und 
dem totalen Fehlen von Adenase in den lebenden Organen des Menschen 
besteht. Bei der Untersuchung von 10000 1 menschlichen Urins fanden 
sie 8,6 g Hypoxanthin und nur 3,04 g Adenin; aber vorher hatten sie 
zur Isolierung der Substanzen die Methode von Neubauer benutzt, bei 
der Hypoxanthin sowohl aus Carnin wie aus Adenin gebildet werden 
konnte, eine Mdglichkeit, die von Kriiger und Salomon festgestellt 
ist.°) Guanin wurde nicht gefunden und die Anwesenheit des weniger 
widerstandsfaihigen Adenins zeigt an, daf ersteres von vornherein nicht 
zugegen war. Diese bemerkenswerte Analyse fiihrt zur Annahme, daf 
menschlicher Urin wohl Xanthin und Adenin enthalt, aber weder Guanin 
noch Hypoxanthin, ein Ergebnis, das in vollkommener Ubereinstimmung 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 367. 
2) loc. cit. S. 253. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XXVI, S. 371. 
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steht mit dem Vorhandensein von Guanase und dem Fehlen der Adenase 
in den Koérpergeweben. 

Eine grofe Bedeutung fiir diese Frage hat auch die letzte Arbeit 
Saikis.') Eine Analyse von 572 g carcinomatésen Materials aus der 
menschlichen Brust, Ovarien, Uterus und Rectum ergab an Harnsdure 
0,1391 g, an Adenin 0,1866 g, an Hypoxanthin 0,0190 g, an Xanthin eine 
Spur, an Gnanin ebenfalls eine Spur, und Saiki bemerkt hieriiber: «Diese 
Zahlen sprechen fiir das Vorhandensein von Guanase und Xanthooxydase 
und das Fehlen von Adenase, ganz in Ubereinstimmung mit den neuesten 
Arbeiten von Winternitz und Jones mit menschlichen Organen.» 

Ich gehe nun iiber zu einer Betrachtung des «<praiformierten Hypo- 
xanthins», eine Frage, welche im engsten Zusammenhang mit unserem 
Thema steht. In unserem Laboratorium wurde die Beobachtung gemacht, 
dafs, wihrend Adenin nach der Digestion mit gewissen wiasserigen Gewebs- 
extrakten meistenteils unverindert wieder aufgefunden wurde, nur eine sehr 
kleine Menge Hypoxanthin aus den Produkten isoliert werden konnte. 
Aus mancherlei Griinden konnte diese minimale Menge von Hypoxanthin 
nicht als Beweis fiir das Vorhandensein einer Adenase im Gewebsextrakt 
betrachtet werden. So nahm zum Beispiel das Hypoxanthin nicht zu 
mit fortschreitender Digestion; es war ferner nachzuweisen in den Ge- 
weben mit und ohne Zusatz von Adenin und auch ohne Digestion. Ein 
gleichartiges anormales Erscheinen von Spuren von Xanthin habe ich 
nicht beobachtet. Schittenhelm?”) neigt dazu, die Frage unter einem 
anderen Gesichtswinkel anzusehen. Er faft Spuren von Hypoxanthin 
als Beweis fiir eine geringe Menge von Adenase auf und erblickt darin 
ein Uberleben einer Funktion, die wahrscheinlich in lebenden Organen 
in gréferem Mafstabe auftritt. Seinen Standpunkt spricht er folgender- 
mafien aus:%) «Die Sache liegt aber so, dafi ich immer zugab, daf 
quantitative Unterschiede in der Umsetzungskraft einzelner Organe dem 
Guanin (z. B. der Schweineleber und Schweinemilz) und dem Adenin 
gegeniiber bestehen. Ich kounte aber auch in den Organen, wo Jones 
z. B. die Umsetzung von Adenin leugnet, Hypoxanthin, wenn auch in 
kleinen Mengen, finden, und ich freue mich, dafi Jones dasselbe Re- 
sultat berichtet (priformiertes Hypoxanthin). Ich meine, diese Feststellung 
ist von groher Wichtigkeit, wie ich schon oben ausgefithrt habe; ahnlich 
erging es mit Xanthin. Ich habe nun auch noch die meisten Organe 
des Schweines und des Hundes zu Versuchen benutzt und in der Tat 
stéft man da auf Organe, welche, z. B. beim Hunde die Muskeln, die 
Funktion der Umsetzung von Adenin in Hypoxanthin nahezu vdllig ver- 
missen lassen.» 

') Journ. of Biol. Chem., 411, 25. 

*) loc. cit. 

®) loc. cit. S. 254. 
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Es besteht da eine gute Ubereinstimmung, da die Hundemuskulatur 
das Gewebe ist, dessen Untersuchung gerade zu dem Ausdruck «prifor- 
miertes Hypoxanthin» gefiihrt hat. Dieser Muskel ist, wie die Muskeln 
der Saugetiere, tiberhaupt reich an Hypoxanthin, aber besitzt nicht die 
Funktion der Adenase. Leonard und Jones‘) setzten einem Extrakt 
dieses Muskels Adenin zu und unterwarfen die Mischung der Digestion 
bei 40°. Nach 2 Tagen wurde die Halfte entfernt und untersucht, wahrend 
die andere Halfte 23 Tage linger im Brutofen blieb. Die Analyse der 
Produkte zeigte, dafi nach 25 Tagen das Adenin nicht weniger und das 
Hypoxanthin nicht mehr geworden war als nach 2 Tagen, und diese Fest- 
stellung gilt auch fiir die Muskeln von Schwein und Kaninchen. So ist 
wohl ein Hundemuskelextrakt reich an Hypoxanthin, enthilt aber keine 
Adenase; der Rindsmuskel hingegen liefert Adenase in einem bedeutenden 
Mafe, aber unterscheidet sich in seinem Gehalt an Hypoxanthin kaum 
von anderen Saugetiermuskeln. «Praformiertes Hypoxanthin» ist ein 
charakteristischer Muskelbestandteil und sein Gehalt in den verschiedenen 
Tiermuskeln verandert sich nicht mit dem verschiedenen Gehalt an 
Adenase, welche diese Muskeln enthalten; auch sind diese Beobachtungen 
nicht auf willkiirliche Muskeln beschrankt, denn Saiki’) hat gefunden, 
daf’ ebenso wie die quergestreiften auch die glatten Muskeln als haupt- 
sachlichste Base Hypoxanthin enthalten. Ist nun vorgebildetes Hypo- 
xanthin ein Muskelbestandteil, dann kann man wohl erwarten, dah, wo 
immer Muskelgewebe vorhanden ist, auch der Gehalt an Hypoxanthin 
dem vorhandenen Muskelgewebe entspricht; aus diesem Grunde ist es 
nicht tberraschend, dafi Spuren von Hypoxanthin in tierischen Driisen 
gefunden werden. 

Diese Schlufifolgerung ist wohl eher anzuerkennen, als die ziemlich 
unbestimmte Hypothese, dafs eine Spur von Hypoxanthin in einer Driise 
die Uberreste einer Lebensfunktion beweist oder, um mich deutlicher 
auszudriicken, als Wirkung kleiner Reste eines Ferments, der Adenase, 
welches in anderen Fallen zeigt, dafS§ es den Tod der Gewebe iiber- 
dauert, welches aber in den besprochenen Fallen nur sehr schwach und 
kaum wirksam sein soll. 

Auf eine ahnliche Anomalie stiefen wir bei Versuchen iiber Nuclein- 
fermente in wasserigen Organausziigen von Ratten.*) Wir stellten fest, 
dafi diese Extrakte eine gleichmafige und kraftige Guanasewirkung 
zeigen; aber es konnte weder Adenase noch Xanthooxydase nach- 
gewiesen werden. Nun hitten diese beiden Fermente in einigen kleineren, 
nicht untersuchten Organen vorhanden sein kénnen, auch hitte man an- 





') Journ. of Biol. Chem., Bd. VI, S. 4653. 

*) Journ. of Biol. Chem., Bd. IV, S. 483. 

%) Die ausfiihrliche Publikation erfolgt demnachst durch Rohde 
und Jones in dem Journal of Biological Chemistry. 
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nehmen kénnen, dafi den vereinigten Organextrakten eine Fermentwirkung 
zukime, die als solche in keinem einzelnen Organ zu finden ware; des- 
halb wurden diese Experimente mit wasserigen Extrakten sdmtlicher 
Organe und Eingeweide einer ganzen Ratte gemacht. Nach der Digestion 
mit einem derartigen Auszug wurden verhaltnismafig kleine Mengen des 
zugesetzten Adenins unverandert wieder aufgefunden, wahrend grofe 
Mengen von Guanin vollstaindig und schnell in Xanthin verwandelt 
waren. In einigen dieser Versuche mit Guanin wurde Luft durchgeleitet, 
aber Harnséure konnte nicht unter den Produkten gefunden werden: 
schlieflich wurde ein wiasseriger Auszug einer ganzen Ratte bei 40° mit 
Hypoxanthin unter Luftdurchleitung digeriert; nach der Digestion wurde 
das Hypoxanthin quantitativ unveraindert aufgefunden, und zwar so voll- 
stindig frei von Xanthin, dafi die empfindliche Farbstoffreaktion dieser 
Substanz ausblieb. So sind wasserige Extrakte der Organe dieses Tieres 
zusammen oder einzeln nicht fahig, Harnsiure zu bilden, weder aus 
Adenin noch aus Guanin. Trotzdem enthalt der Urin der Ratte Harn- 
siure, und es ist anzunehmen, dafi Spuren dieser Substanz im Korper 
sein miifhten; dies kénnte aber nur entschieden werden, wenn wir ge- 
niigende empfindliche Reaktionen zum Nachweis besifen. 

Das Vorhandensein von Hypoxanthin im Hundemuskel und das 
Vorkommen von Harnsaéure im Rattenharn sind zwei offenbare Anomalien 
derselben Art; zur Erklirung ergeben sich drei Hypothesen von selbst: 

1. Wanderung. Diese Annahme ist durch die Untersuchungen von 
Burian'‘) und Schur als erledigt zu betrachten. 

2. Die in lebenden Organen tiatigen Nucleinfermente zeigen sich 
nicht in wasserigen Extrakten der Organe. Dieser Hypothese steht der 
EKinwand entgegen, dafs Nucleinfermente wirklich in Extrakten ihre Wirk- 
samkeit entfalten, sonst wiirden sie Ja unbekannt sein. 

3. Die Nucleinfermente sind nicht die einzige Ursache des Auf- 
tretens von Hypoxanthin und Harnsaure im lebenden Koérper. Daf Harn- 
siure aus Nucleinséure gebildet werden kann und mufs (bei fast allen 
Tieren), kann wohl] kaum bezweifelt werden. Aber es erhebt sich auch 
die Frage, kann Harnsiéure nicht auf anderem Wege entstehen? Burian 
und Schur fanden, dafs die verhiltnismafig grofe Menge von Harnsaure 
im Urin nicht auf das Zugrundegehen von Leukocyten im KO6rper als einzige 
Quelle zuriickgefiihrt werden kann. Man kann viel zur Stiitze beider 
Hypothesen beibringen; da sie sich beide gegenseitig nicht ausschliefen, 
kénnen sich beide schlieflich als wahr erweisen. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. XLUI, 5. 533. 








Eine neue Reaktion auf Glukuronsaure. 
Von 
Guido Goldschmiedt. 


(Aus dem chemischen Laboratorium der k. k. deutschen Universitit in Prag.) 


Der Redaktion zugegangen am 15, Marz 1910.) 


Vor langerer Zeit habe ich mich mit der Untersuchung ') 
eines gelben Farbstoffes beschiftigt, den H. Molisch auf mikro- 
chemischem Wege in Scutellariaarten und in andern Labiaten 
entdeckt hatte. Die Substanz, welche den Namen «Scutellarin 
erhielt, verhiélt sich iihnlich den zahlreichen natiirlichen gelben 
Farbstoffen, die in so grofer Mannigfaltigkeit und Verbreitung 
im Pflanzenreiche vorkommend, unter dem Namen Flavone 
zusammengefabt werden und zumeist an Zucker gebunden als 
(ilukoside beobachtet werden. 

Schon bei der ersten, mit sehr geringen Mengen aus- 
vefiihrten, daher unvollstiindig gebliebenen Untersuchung mubte 
ich, Obwohl manches dafiir sprach, Zweifel dariiber iiufern, 
da®B das Seutellarin ein eigentliches Glukosid sei, weil die 
Molisechsche Reaktion auf Zucker mit a-Naphthol und konzen- 
trierter Schwefelsiiure zwar eine intensive Farbenreaktion mit 
Scutellarin gab, nicht aber, wie bei den Zuckern, Kohlen- 
hydraten und Glukosiden. eine tief violette bis rote, sondern 
eine smaragdgriine. Keim Verdiinnen mit Wasser entstand 
nicht eine violette, sondern eine hellgelbe Lésung, und die 
entstehende Ausscheidung ist nicht blauviolett, sondern ein 
gelber, flockig-gelatindser Niederschlag. 

Nachdem ich durch alljihrlich vorgenommene Extraktion 
von Scutellaria altissima, die mein Kollege Molisch die Gite 
hatte in seinem Versuchsgarten zu kultivieren, eine ausreichende 
Quantitaét von Scutellarin gesammelt hatte, habe ich im ver- 





1) Monatshefte f. Chem., Bd. XXII, S. 683 (1901). 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 27 
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flossenen Jahre das Studium dieser Substanz in Gemeinschif' 
mit Dr. KE. Zerner wieder aufgenommen, und das Ergebnis 
unserer Arbeit wird demniachst in den Monatsheften fiir Chemiv 
verOffentlicht werden. 

Ks hat sich hierbei ergeben, dal das Scutellarin C,,H,,0,, 
bei der Hydrolyse in Seutellarin C,,H,,O, und Glukuronsiiure 
gespalten wird, dafi es demnach eine «gepaarte Glukuronsiiure 
ist. Die griine Farbung, die es mit alkoholischer a-Naphthol- 
lOsung und konzentrierter Schwefelsiure gibt, ist eine spezifische 
Reaktion auf Glukuronsiéure, und sie gestattet den Nachweis 
derselben auch in deren Derivaten, in den gepaarten Glukuron- 
siiuren und auch im normalen Harn. 

Gepriift wurden alle zur Verfiigung stehenden einschliigigen 
Substanzen, und zwar: Scutellarin, die daraus bereitete Glukuron- 
siure und Glukuron, Acetylscutellarin, die Phenylhydrazin- 
und p-Bromphenylhydrazin-Verbindungen der Glukuronsiurei, 
Kuxanthinsiure, Urochloralsiiure, Phenylglukuronsiiure und Gly- 


eel 


cyrrhizinsiiure,!) ausnahmslos mit positivem Ergebnis. 

Da es eine vollkommen eindeutige Farbenreaktion «auf 
Glukuronsiiure bisher nicht gegeben hat, diirfte die nun auf- 
gefundene, welche, wie ich mich durch sehr zahlreiche Versuche 
liberzeugt habe, weder Hexosen noch Pentosen zeigen, aucli 
fiir den Leserkreis dieser Zeitschrift nicht ohne Interesse sein. 

Kine Spur Glukuronsiiure oder Glukuron in etwa ! 2 ecm 
Wasser gelOst und mit 1—-2 Tropfen einer 15 °/oigen alkoho- 
lischen a-Naphthollésung versetzt, gibt auf Zusatz von 3—4 ccm 
konzentrierter Schwefelsiiure eine tief smaragdgrtine Losung: 
sie hat einen Stich ins Blaue, wenn mehr Wasser angewende! : 
wird, und die Farbe ist tief blau bis violett, wenn die Probe : 
mit steigenden Mengen Wasser ausgefiihrt wird. Wie nach 
diesem Verhalten zu erwarten, kann man durch vorsichtigen 


') Die Glycyrrhizinséure ist der erste Pflanzenstoff, der als gepaarte 
Glukuronsiure erkannt worden ist, und iiberhaupt der erste und bishe: 
einzige Fall des Vorkommens von Glukuronsiure im Pflanzenreich ge- 
wesen. (Tschirch und Cederberg, Arch. f. Pharm., Bd. CCXLV, 8S. 97 

A 


(1907) und Tschireh und Gauchmann, Ebenda. Bd. CECXLVI. S. 549 
(1908). 
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Zusatz von Wasser zu der griinen Fliissigkeit successive alle 
diese Farbenténe hervortreten lassen und eventuell, wenn die 
Verdiinnung nicht zu weit getrieben war, durch Zusatz kon- 
zentrierter Schwefelsiiure den Farbenwechsel in umgekehrter 
Reihenfolge wieder in Erscheinung bringen. 

Die griinen LOsungen werden, im offenen Gefiibe an der 
Luft stehend, allmiihlich von der freien Oberfliiche aus (wohl 
infolae Wasseranziehung) violett, und auch beim Erwiirmen 
werden sie violett bis rot. 

Fir das Gelingen der Probe ist daher. insoferne sofort 
vemischt und nicht unterschichtet wird, zu empfehlen, die 
Wassermenge nicht zu grof} zu nehmen: auch wenn man sehr 
verdiinnte Glukuronsiiurel6sungen priiit, wird besser ein kleines 
Volumen verwendet. Schichtet man aber die wiisserige Fliissig- 
keit tiber die Schwefelsiiure. dann ist diese Vorsicht nicht 
notwendig, denn dann fiirbt die nach abwiarts diffundierende 
Losung die Sehwefelsiiure unter allen Umsténden griin. 

Die Reaktion hat nichts gemein mit der von Macquenne!) 
entdeckten griinen Farbenreaktion, welche, bei der Hydrolyse, 
Methvlfurfurol liefernde Verbindungen und dieses selbst’ mit 
alkoholischer Schwefelsiure gibt, und selbstverstiindlich ist. 
dafi sie nicht etwa auf einen Gehalt unserer Schwefelséure 
in salpetriger Siiure?) zurtickzuftihren ist. 

In Wasser schwerldsliche Korper, wie Scutellarin oder 
Kuxanthinsiiure, werden in wiisseriger Suspension angewendet. 

Es ist schon erwiihnt worden, dali die Probe auch den 
Nachweis von Glukuron im Harne gestattet, doch ist hier vor- 
sichtiges Operieren notwendig. 

Udrinszky*) hat vor vielen Jahren die Beobachtung 


') CG. BR. Bd. CEX, S. 571 (1889). 

*) Neuberg hat beobachtet, daf salpetrigséiurehaltige Schwefelséiure 
bei der Molischschen Probe die Bildung eines hellgriinen Saumes neben 
dem violetten Ring an dev Trennungsflache der Fliissigkeitsschichten ver- 
anlaft: Diese Zeitschrift, Bd. XXXI, S. 564 (1900). Ich habe mich iiber- 
zeugt, daf\ a-Naphthol selbst bei Anwesenhei! auferordentlich kleiner 
Mengen von salpetriger Séure mit Schwefelsiure allein eine selir intensiv 


yriine Farbenreaktion gibt. 
‘') Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 384 (1888). 
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gemacht, dab, wenn man zu einem Tropfen einer 0,05 °/oigen 
Traubenzuckerl6sung zwei Tropfen einer 15 °/oigen alkoho- 
lischen a-Naphthollésung gibt und vorsichtig 1/2 ecm konzen- 
trierter Schwefelsiiure unterschichtet, sich tiber einem (durch 
die Einwirkung von a-Naphthol auf die Mineralséure hervor- 
gerufenen)') griinen Saum nach kurzer Zeit ein dunkelvioletter 
ting einstellt; dasselbe fand er beim Harne.?) 

Diese Erscheinung habe ich trotz sehr oft wiederholter 
Versuche nie hervorbringen konnen, wenn ich sie mit Zucker- 
lOsungen anstellte, und auch dann nicht, wenn ich nur a-Naphtho! 
anwendete; dieses letztere farbt konzentrierte Schwefelsiure. 
wenn man die Loésung kurze Zeit stehen lift, schwach violett 

Macht man den Versuch mit normalem Harne, so kann 
man sie jedesmal beobachten. Man verfiihrt zweckmébig in 
folgender Art: 

'/2—1 ccm Harn wird mit 2 Tropfen der iiblichen a-Naphthol- 
lOsung versetzt und mit 3—4 ecm konzentrierter Schwefelséure 
vorsichtig unterschichtet oder noch besser, die mit Naphtho! 
gemischte Harnprobe sehr vorsichtig auf die Schwefelsiaure 
flleBen gelassen; an der Bertihrungsfliiche der Schichten er- 
scheint ein violetter Ring, der beim ruhigen Stehen nach der 
Harnseite an Breite zunimmt, wiéhrend infolge Diffusion des 
Harns in die Schwefelsiiure diese von der Grenzfliche aus nach 
unten sich griin fiirbt: manchmal sieht man auch dunkelgriine 
Schlieren sich nach unten verbreiten. Mischt man dann die 
beiden Schichten, so wird die griine Farbe verdeckt durch die 
dunkle Firbung, die, wie Udranszky*) auch schon wubBte, 
der Harn auf Zusatz von Schwefelsiiure allein annimmt. 

1 19 eem Harn gibt die Reaktion sehr deutlich, und zwar 
nicht nur den griinen Ring bezw. die Schlieren, sondern, wenn 
man die Probe, ohne sie gemischt zu haben, etwa 3/4 Stunde 
ganz ruhig stehen Jiéft und dann durchmischt, farbt sich die 
ganze Fliissigkeit smaragdgriin. In dieser Weise konnte ich 
die Reaktion noch sehr schén eintreten sehen, wenn ich nur 


') Diese Zeitschrift, Bd. XII, S. 361. 
*) Ebenda, S. 387. 
) Ebenda. S. 381 (1888). 
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einen Tropfen Harn verwendete. Nur in ganz vereinzelten der 
in grober Zahl gepriiften Harne gesunder Individuen versagte 
sie dann: ganz im Stiche gelassen hat die Reaktion in keinem 
einzigen Falle. 

In einer in allerjiingster Zeit erschienenen Abhandlung 
haben C. Tollens und F. Stern!) die von ihnen ausgefiihrten 
quantitativen bestimmungen der Glukuronsiiure im menschlischen 
Harn verodffentlicht, wonach der tigliche Durchschnittswert im 
normalen Harn mit 0,872 anzunehmen ist oder 0,025 gin 
100 cem. 

Legt man diesen Wert der Berechnung zugrunde, so 
ergibt sich, dab die Reaktion mit einem Tropfen (30 Tropfen 
= | ccm) ausgefiihrt, es noch gestattet, mit Sicherheit 0.000008 ¢& 
oder O,OO8 mg im Harne nachzuweisen. 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LXIV. Ss. 40 ( L9LO 











Uber die Entstehung von Faulnisbasen. 


Bemerkungen zu der gleichbetitelten Arbeit von D. Ackermann. ') 
Von 
Alexander Ellinger. 
(Aus dem Univ.-Laboratorium f. medizin, Chemie und experiment. Pharmakologie 21 


Konigsberg i. Pr.) 


(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1910.) 


Ackermann hat in zwei Untersuchungen und unter Auf- 
wand von viel Zeit und kostbarem Material auf Umwegen die 
von mir2) vor 10 Jahren gefundene Tatsache bestiitigt, dab 
das Ornithin bei der Fiaulnis Putrescin und das Lysin Cadaverin 
unter CO,-Abspaltung liefert. Er wurde gendtigt, den miuhe- 
vollen Umweg einzuschlagen, weil es ihm nicht gelang, meine 
Versuche mit dem gleichen Resultate zu wiederholen. 

Um alle Zweifel an der Richtigkeit und leichten Aus- 
fiihrbarkeit meiner Versuche zu beseitigen, bin ich genotigt, 
in einer kurzen_ kritischen Besprechung darauf hinzuweisen, 
dafi Ackermann in zwei Punkten von meiner Versuchs- 
anordnung abgewichen ist und daf diese beiden Abweichungen 
in ihrer Kombination sicherlich seinen Miberfolg veranlabt haben. 

Ackermann hat, worauf er selbst hinweist, sehr viel 
grobere Mengen der Diaminosiuren der Fiulnis aus- 
gesetzt, ohne das Bakterienmaterial zu vermehren. 
Ir spricht vielmehr vom Zusatz einer Flocke faulenden Pankreas- 
gewebes, wihrend ich die sehr viel kleineren LOsungsmengen 
mit 2—3 Flocken und einigen Tropfen Faulfliissigkeit versetzte. 
Selbst in dieser Form hat Ackermann nur einen Versuch 
angestellt. In zwei weiteren Versuchen hat er tiberdies die 


1) Diese Zeitschrift, Bd. LX, S. #82 (1909): siehe auch Bd. LXIV. 


S. 91 (1910). 
*) Ber. d. chem. Ges., Bd. XXXI, S. 3183 (1899) und Bd. XXXIl, 


S. 3542 (1900): Diese Zeitschnft. Bd. XXIX. S. 334 (1900). 
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Kiiulnisdauer von 3—4 auf 15 bezw. 50 Tage verlingert, so 
daB hier von Nachprifung unter gleichen Versuchsbedingungen 
nicht die Rede sein kann. Dies gilt fiir die Lysinversuche. 
Der Ornithinversuch kann noch weniger als eine Wiederholung 
des meinigen angesehen werden: denn in diesem Falle heb 
Ackermann 54g Arginincarbonat, aus denen, wie die Ver- 
arbeitung zeigte, Ornithin abgespalten war, faulen. Mit Ornithin 
allen wurde iiberhaupt kein Versuch angestellt. 

Am wichtigsten aber erscheint mir, daB Ackermann 
zur Isolierung der Diamine eine andere, sicherlich 
weniger geeignete Methode benutzt hat. Ich habe in den 
meisten Versuchen mit der  Benzoylierungsmethode von 
Schotten-Baumann_ gearbeitet und dadurch den Vorteil 
erreicht, dab die gebildeten Diamine, die als Dibenzoylver- 
bindungen aus der alkalischen Lésung ausfallen, sofort von 
den nicht gespaltenen Diaminoséuren getrennt werden. Acker- 
mann fillt die gefaulte Lésung mit Phosphorwolframsaure, 
mit der Ausgangsmaterial und Umwandlungsprodukte fallen, 
und sucht eine Trennung durch alkoholische Pikrinsiiure und 
ulkoholisches Platinchlorid zu erreichen, obwohl die Pikrate 
und Platinsalze der Diaminosdiuren und Diamine zusammen 
ausgefallt und nur durch ihre Lo6slichkeit in Wasser unter- 
<chieden werden. 

Wer Faulnisversuche mit chemisch wohl charakterisierten, 
reinen Substanzen angestellt hat, weil, dab das Bakterien- 
wachstum auf solchen eiweif- oder peptonfreien Niihrbéden 
meist nicht sehr ausgiebig vor sich geht, und daf) selbst bei 
Anwendung von wenig Ausgangsmaterial ein erheblicher Teil 
davon unverandert bleibt. Jedenfalls darf man nicht erwarten, 
aus 10 g Lysin die zehnfache Menge Cadaverin zu erhalten wie 
uus 1 g Lysin, wenn man nicht etwa die ganze Lésung in 10 Por- 
tionen teilt und jede besonders mit Fiiulnisbakterien versetzt. 

Schon aus meinen friiheren Zahlenangaben lift sich leicht 
berechnen, daf unter den Versuchsbedingungen von Acker- 
mann es schwer sein wide, die relativ geringen Mengen 
Diamin von den groferen, unverandert gebliebenen der Diamino- 
sduren zu trennen. Ein neuerdings angestellter Versuch mit 
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Ornithin, bei dem ich auch nur eine Flocke zusetzte und im 
iibrigen genau wie friiher anaerob faulen lief, zeigt das be- 
sonders deutlich. 

0.7 g Ornithin, in Form des Monochlorhydrats angewandt, 
lieferten nach 4tiigigem Stehen ca. 0,2 g rohes, fast dureh- 
gehends krystallisiertes Dibenzoylputrescin. nach Umkrystalli- 
sieren etwas iiber 0,1 g reine Dibenzoylverbindung. Die alka- 
lische Lésung wurde nach dem Abfiltrieren des Dibenzoyl- 
putrescins angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. In den 
Ather gingen aufer der Benzoesiiure 0,13 g Ornithursiiure, die 
durch Auskochen mit Petrolither von der Benzoesiiure befrei 
wurden. Ungelist in Ather und Wasser blieben auBerdem 
1.23 ¢ Substanz, die schon ohne weitere Reinigung nur um 
~ 5° niedriger als reine Ornithursiiure schmolzen, und durch 
einmaliges Umkrystallisieren lie} sich die Ornithurséure mii 
seringen Verlusten rein erhalten. 

Rechnet man die gewonnenen 1,36 ¢ als reine Ornithur- 
siiure, so entspricht das 0,56 g Ornithin; es waren also 0,14 ¢ 
Diaminosiiure zersetazt. Aus der erhaltenen Menge Dibenzoy!- 
putrescin berechnen sich 0,064 bezw. 0,032 g Diamin, je nach- 
dem man die Ausbeute an Rohprodukt oder an reiner Substanz 
zugrunde legt. Danach sind}. bis 2/3 der theoretischen Menge 
Putrescin aus dem Ornithin gebildet worden. Fitir die Schlufi- 
folgerung auf die Entstehung des Putrescins aus dem Ornithin 
sind diese Resultate mit, den absolut geringen Ausbeuten an 
Diamin durchaus beweisend. Ob es aber Ackermann ge- 
lingen wiirde, solehe Mengen mit seiner Methode aufzufinden. 
erscheint sehr fraglich, selbst wenn die Ausbeute absolut etwas 
groper wire bei Anwendung von mehr Ausgangsmaterial. 

Ich bin tiberzeugt, dafi die Nachpriifung meiner Versuche 
jedem Experimentator mit Leichtigkeit gelingen wird, wenn er 
sich nur an die deutlich beschriebenen Versuchsbedingunget 
und an die angewandte Methodik hilt, und ich sehe einen 
besondern Vorzug der Fiiulnismethode darin, dafi sie es er- 
moOglicht hat, Konstitutionsfragen an einer minimalen Menge 
von Material zu entscheiden. 











Uber |-Oxyphenylmilchsaure und ihr Vorkommen im Harn bei 
Phosphorvergiftung. 
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Aus dem Universitats-Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentetle 
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Neubauer!) hat aus seinen interessanten Beobachtungen 
liber den Abbau von Aminosiiuren im gesunden und kranken 






Qrganismus den Schlub gezogen, dafi die Aminosiiuren durch 






oxydative Desamidierung in die entsprechenden Ketonsauren 





iibergehen, und er hat bei der Aufstellung dieser These auch 






die vorliegenden Beobachtungen einer kritischen besprechung 





unterzogen, die fiir den Abbau der Aminosiiuren tiber die Al- 
koholsauren sprechen. Dabei weist Neubauer darauf hin, dah 
die Sdure, welche Blendermann?) nach sehr reichlicher Tyrosin- 







fiitterung im Kaninchenharn gefunden und als Oxyphenylmileh- 






siiure auf Grund der Analysenzahlen bezeichnet hat, noch der 
Identifikation bediirfe. Denn die bisher allein dargestellte ra- 
cemische p-Oxyphenylmilchsiiure von Erlenmeyer und Lipp®*) 






schmilzt im wasserhaltigen Zustand bet 115—122°, wasserfrei 
bel 144°, Blendermanns Siiure dagegen bei 162—164°. 
Anniihernd den gleichen Schmelzpunkt hat die von Schulzeu 
und Riess*) bei akuter gelber Leberatrophie gefundene Saure, 
deren Verschiedenheit von der p-Oxymandelsiiure in der nach- 
folgenden Abhandlung nachgewiesen wurde, und eine Siure, 
die Baumann®) im menschlichen Harn nach Phosphorvergiftung 
fand und fiir wahrscheinlich mit der Substanz von Schulzen 
und Riess identisch erklirte. 
Um in diese Verhiiltnisse Klarheit zu bringen, habe ich 
') Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 211 (1908). 
2) Diese Zeitschrift, Bd. VI, S. 234 (1882). 
3) Liebigs Annalen, Bd. CCXX, S. 226 (1885). 
4) Ann. d. Charité-Krankenhauses, Bd. XV, S. 1 (1869), s. 5 
®) Diese Zeitschrift. Bd. VI, S. 192 (1882). 
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HOOK Yashiro Kotake. 


auf Veranlassung von Prof. Ellinger die optisch-aktive p-Oxy- 
phenylmilchsiure aus |-Tyrosin dargestellt und im Harn von 
Hunden, die mit Phosphor vergiftet waren, nach der gleichen 
Siiure gesucht. Wie aus dem folgenden zu ersehen ist, stimmt 
die l-Oxyphenylmilchsaure mit der Beschreibung von Blender- 
mann gut tiberein und im Harn nach Phosphorvergiftung war 
in beiden untersuchten Fiillen die gleiche Siiure nachweisbar. 


Darstellung der l-Oxyphenylmilchsaure aus |-Tyrosin. 


» g |-Tyrosin aus Casein wurden in 1 | Wasser, dem 
30 cem Normalschwefelsiiure zugefiigt waren, durch Erwiarmen 
velOst und bei 60—70° mit 3,157 g Baryumnitrit in wisseriger 
Losung versetzt. Die Fliissigkeit wurde tiber Nacht bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen, wobei sie sich dunkler farbte. Die 
vom schwefelsauren Baryum abfiltrierte Losung. die auf Kongo- 
papier nicht reagierte, wurde im Apparate von Kutscher und 
Steudel 3mal 24 Stunden mit Ather extrahiert. Der dunkel 
vefiirbte Atherriickstand wurde nach 1tiigigem Stehen kry- 
stallinisch. Die Ausbeute betrug 2—2,3 g. Da aber das Roh- 
produkt anscheinend noch recht unrein war, so mufite es durch 
Kntfiirben mit Tierkohle und wiederholte Umkrystallisation aus 
Wasser gereinigt werden, wobei nur 0,4—0,45 ¢ fast reine 
Siure gewonnen wurden. Die Substanz krystallisierte nach 
zweimal wiederholtem Umkrystallisieren in langen Nadeln vom 
Schmelzpunkt 162—164° und ist selbst in kaltem Wasser ziem- 
lich leicht léslich: sie dreht die Ebene des polarisierten Lichtes 
nach links. 

0.1120 g Substanz (bei 105° getrocknet) gaben 0.2340 g CO, und 
0.0556 g H,O. 


Berechnet fiir (1gH,,O, : Gefunden: 
C = 59,342/o C = 59,17% 
H = 5,49%o. H == 5,49%. 


Kinfacher gestaltet sich die Isolierung der Oxyphenyl- 
milehsiiure auf folgendem Wege: Die vom Baryumsulfat ab- 
liltrierte Fliissigkeit wird mit Bleizuckerlésung ausgefallt, wobei 
ein geringer dunkler Niederschlag sich absetzt. Nach dem Ab- 
filtrieren wird mit Bleiessig die Oxyphenylmilchséure fast quan- 
titativ gefallt. Aus dem mit H,S zersetzten Bleiniederschlag 
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krystallisiert die Saéure ziemlich rein aus. Durch Kochen mit 
wenig Tierkohle wird die Losung entfarbt und beim Einengen 
auf dem Wasserbad scheidet sich die reine Siiure in ebenso 
veringer Ausbeute wie nach dem obigen Verfahren ab. Aus 
dem Filtrat vom Bleiessigniederschlag wurden 45°/o des an- 
vewandten Tyrosins zuriickgewonnen. 

Sowohl die freie Siure wie ihr durch Kochen mit frisch 
vefiilltem CaCO, erhaltenes Calciumsalz enthalten Krystall- 
wasser, das sie bei 105—-110° verlieren. 

0.1575 g freie Saéure verloren 0,0075 g H,O. 


serechnet fiir C,H,,O, + '/2 HO: Gefunden : 
H,O = 4,71%o. 4,76 °/o. 
1. 0.1502 g Calciumsalz verloren 0.0253 g H,O. 
2. 0,1432 » . 0.0232 >» 
Berechnel fiir (CgH,O,),Ca +- 41/2 HO: Gefunden: 
H,O = 16,63°/o. 1. 16,84°/o; 2. 16,62°;o 


Die Bestimmung der spezifischen Drehung der in Wasser 
selésten Siure gab folgende Werte: 

1. 0,2857 g Substanz, Gesamtgewicht der Lésung: 18,1965 ¢. 
Prozentgehalt: 1,57°/o. Drehung im 2 dm-Rohr bei Natriumlicht 





— 34‘. Mithin |a/p = — 18,05°. 

2. 0,3236 g Substanz, Gesamtgewicht der Losung: 9,3893 g. 
Prozentgehalt: 3,45°/o0. Drehung im 2 dm-Rohr — 1° 14‘ bet 
Natriumlicht. Mithin {a/p = — 17,92°. 


d-l-Oxyphenylmilchséure. 

Um mich von der Richtigkeit der Angaben von Erlen- 
meyer und Lipp zu tiberzeugen, stellte ich auch racemische 
()xyphenylmilchsiure her und zwar durch Reduktion von Oxy- 
phenylbrenztraubensiiure, die ich wie Neubauer nach der 
Vorschrift von Pléchl!) durch Kondensation von p-Oxybenz- 
aldehyd mit Hippursiure bei Gegenwart von Essigsiureanhydrid 
und Natriumacetat und Spaltung des gebildeten Lactimids (Az- 
lactons) mit starker Natronlauge erhielt. Neubauer erwahnt 
bereits, daB Reduktion mit der berechneten Menge Natrium- 
amalgam zur p-Oxyphenylmilchséure fiihrt. 

0,1100 g Substanz (bei 105° getrocknet) gaben 0.2585 g CO, und 
0,0525 g H,O. 


') Ber. d. chem. Ges.. Bd. XVI, S. 2817 (1883). 
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Berechnet ftir CyH,,O,: Gefunden : 
> 59.34 0 59.13%. 
H = 5,49°%o. 5,31 Jo. 


Die Sure enthilt ! 2 Molekiil Krystallwasser. 

0.204 ¢ lufttrockene Substanz verloren bei 105—110° 0,0105 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,,O, -- '/2 H,O: Gefunden : 
HO 171° 0, 15 °%/o. 

Der Schmelzpunkt der wasserhaltigen Siiure lag bei lis 
bis 119°, die wasserfreie Substanz schmolz bei 144—149°. 

Die Daten stimmen also siimtlich mit denjenigen von 
Krlenmeyer und Lipp tiberein. 

Versuche an Hunden mit Phosphorvergiftung. 

Zwei kleine Hunde von etwa 7—38 kg Gewicht erhielten 
nachmittags 4 Uhr je 0,01 g Phosphor in Pillenform, am néchsteu 
Vormittag 9 Uhr 30 Min. je 0.02 g: beide starben an dem der 
zweiten Verabreichung folgenden Tage, der eine um 11 Uhr 30 Min. 
vormittags, der andere um 35 Uhr nachmittags. Die Sektion 
ergab bei beiden ausgedehnte Magen- und Darmblutungen, sowie 
fettige Degeneration der Leber und der Niere. 

Der erste Hund entleerte 83 eem Harn am zweiten Tage 
und hatte 90 cem bei der Sektion in der Blase, der zweite 
entleerte 92 cem und in der Blase fanden sich 34 cem. Die 
Harne reagierten deutlich oder stark sauer, waren eiweibfre! 
und gaben mehr oder minder starke Millonsche Reaktion. 

Die einzelnen Portionen wurden gesondert auf dem Wasser- 
hade eingedampft. Der Riickstand, der deutlich nach Fleisch- 
extrakt roech, wurde mit heiBem Alkohol extrahiert. Nach Ver- 
jagen des Alkohols wurde der Alkoholextrakt mit Wasser auf- 
genommen, mit Schwefelsiiure stark angesiiuert und mit Ather 
erschipfend ausgeschiittelt. Nach dem Verdunsten des Athers 
blieben Krystalle zuriick: die vereinigten krystallinischen Ruick- 
stiinde wurden zweimal aus Wasser umkrystallisiert. So wurden 
lange farblose Nadeln vom Schmelzpunkt 162—164° erhalten. 
Die Lésung der Krystalle drehte links und war genau so stark 
wie |-Oxyphenylmilchsiiure der gleichen Konzentration. 

Die Ausbeuten an Atherriickstand beim ersten Hund be- 
trugen in der ersten Portion 0,05 g, im Blasenharn 0,138 g. 
heim zweiten Hund einige Milligramme und 0,062 g. 
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Die umkrystallisierte Séure wurde zuniichst in das Calcium- 
salz tibergefiihrt und in diesem das Krystallwasser bestimmt. 
41450 g Calciumsalz verloren bei 105—110° getrocknet 0,024 g H,O. 
Berechnet fiir (C,H,0,),Ca -+- 41/2 H,O: Gefunden : 

H,O 16.63 °/o 16,55 °/o. 
Aus dem Calciumsalz wurde die freie Siiure zurtickge- 
wonnen und analysiert. 
0.1638 g Substanz verloren bei 105—110° getrocknet 0,008 g H,O. 


Berechnet fiir C,H,,O, + '/e H,O: Gefunden: 
HO 1,8 yo $,7 °/o 
0.1075 ¢ (bei 105” getrocknet) gaben 0,2345 g CO, und 0,0575 g H,0O. 
Berechnet fiir C,H,,0,: Gefunden: 
C = 69,34°/o 59,49" o 
H 3,49 °%/o, 3,94 °/0. 


Durch diese Befunde im Harn von Hunden nach Phosphor- 
vergiftung ist das Vorkommen von ]-Oxyphenylmilchsiure sicher- 
gestellt. Es kann danach auch keinem Zweifel unterliegen, 
dafi die von Baumann aus Menschenharn nach Phosphor- 
vergiftung gewonnene Siure, die wegen Mangels an Material 
nicht analysiert wurde, die gleiche Substanz war, und es ist 
sehr wahrscheinlich, dafi auch Blendermanns Siure mit ihr 
identisch ist. 

Einen Sehlu8 aus dem Vorkommen von Oxyphenylmilch- 
siure unter den genannten Bedingungen auf den normalen 
Abbau des Tyrosins zu ziehen, halte ich immerhin fiir gewagt. 
Selbst dem Befund von Blendermann mochte ich fiir diese 
Frage kein zu grofies Gewicht beilegen. Denn die Auffindung 
der Oxyphenylmilchsiiure scheint nur bei einer sehr starken 
Uberschwemmung des Kérpers mit Tyrosin erreichbar zu sein. 
Sie gelang Blendermann nur einmal bei einem Kaninchen, 
das Tagesdosen von 3 bezw. 6 g erhalten hatte. Ich habe 
bei langerer Verabreichung von tiiglich je 2 g Tyrosin an 2 Ka- 
ninchen — im ganzen wurden 40 g verfiittert — keine Spur 
Oxyphenylmilchsiure, vielmehr nur Oxyphenylessigsaure und 
Oxyphenylpropionsiure in etwas vermehrter Menge isolieren 
kénnen. Verschiedene Versuche der gleichen Art, die ich friiher 
in Osaka angestellt hatte, waren ebenso negativ veriaufen. 















Synthese der p-Oxymandelsaure und ihr angebliches Vorkommen 
im Harn bei akuter gelber Leberatrophie. 
Von 


Alexander Ellinger und Yashiro Kotake (Osaka, Japan.) 


\nus dem Laboratorium fiir medizinische Chemie und experimentelle Pharmakologie zu 
Koénigsberg i. Pr.) 


Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1918.) 


Das Studium der unter pathologischen Verhiltnissen eni- 
stehenden Stoffwechselprodukte ist von jeher eine der ergie- 
higsten Quellen fiir unsere Kenntnis vom intermediiren Stolf- 
wechsel gewesen. Man darf wohl behaupten, dafi das meiste 
von dem, was wir auf diesem noch iiberaus ritselvollen Gebiete 
wissen, durch Untersuchungen an Diabetikern, Alkaptonurikern. 
(‘ystinurikern und leberkranken Menschen und Tieren erforscht 
worden ist. Je weiter nun die Einzeluntersuchungen in der 
Pathologie des Stoffwechsels, die mit dem vollen Riistzeug 
der organischen Strukturchemie ausgefiihrt wurden, fortge- 
schritten sind, desto mehr haben sich die Befunde unter ein- 
heitlichen Gesichtspunkten zusammenstellen lassen und desto 
mehr hat sich herausgestellt, dai die Umsetzungen, welche 
die stickstofffreien und die stickstoffhaltigen Abbauprodukte 
des Tierkérpers im Stoffwechsel erleiden, relativ beschriinkt 
in der Zahl sind, daf gewisse Arten des Abbaus_ typisch 
wiederkehren. 

Wenn gelegentlich im pathologischen Stoffwechsel Sub- 
stanzen aufgefunden werden, deren Entstehung mit dem be- 
kannten Ablauf der Reaktionen nicht vereinbar ist, so bietet 
sich bei dem Studium gerade dieser Substanzen ein Ausgangs- 
punkt zu weiteren Fragestellungen, zur Revision der geltenden 
Anschauungen oder zur Auffindung unbekannter biochemischer 


Prozesse. 
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Kin solehes vereinzelt dastehendes Stoffwechselprodukt 
ist die von Schulzen und Riess') im Harn von Kranken., 
die an akuter gelber Leberatrophie zugrunde gingen, aufge- 
fundene Oxvmandelsiiure, die vielleicht spiiter auch ROhmann?) 
und v. Ackeren®) in kleinen Mengen gefunden haben. 

Es kann kaum einem Zweifel unterliegen, dab diese 
Siiure nur aus der ‘Tyrosin-Komponente der Eiweifmolekel 
hervorgegangen ist, wie auch Schulzen und Riess annehmen. 
Nach allem, was bisher tiber die ersten Umwandlungen der 
Aminosiuren im TierkOrper festgestellt worden ist wir ver- 
weisen fiir die Einzelheiten auf die Einleitung von O. Neu- 
bauers*) Arbeit «Uber den Abbau von Aminosiiuren im ge- 
sunden und kranken Organismus>» muh man annehmen, 
dai auch das Tyrosin eine Desaminierung und Verkiirzung der 
dreigliedrigen Seitenkette in eine zweigliedrige Kette erleidet. 
Unter der Einwirkung von Hefezellen kann so aus dem Tyrosin 
Oxyphenyliithylalkohol (F. Ehrlich®)) entstehen, Bakterien 
kOnnen aus dem Oxyphenylalanin Oxyphenylessigsaure (Bau- 
mann®)) bilden, im tierischen Organismus geht die Oxydation 
anscheinend sogleich weiter bis zur Bildung von Homogentisin- 
siiure, deren Entstehung sich mit der auch sonst beobachteten 
Mrscheinung der Oxydation an dem in f-Stellung befindlichen 
(-Atom ;Knoop,‘) G Embden,*) Dakin")) gut vertriigt. 

Dafiir, dah ein Alanin im Organismus in eine Glykolsiure 


umgewandelt wird, liegt von dem Befunde der Oxymandel- 
siure abgesehen kein Anhaltspunkt vor, und ebensowenig 


spricht eine Beobachtung daftir, dal} Oxyphenylessigsaure zu 


') Ann. d. Charitékrankenhauses, Bd. XV, 1. (1869), S. 74. 

*) Berliner klin. Wochenschr., 1888, Nr. 43 u. 44. 

*) Zit. n. G. Badt, Krit. u. klin. Beitrage z. Lehre v. Stoffw. und 
Phosphorvergiftung. Inaug.-Diss., Berlin 1891. 

‘; Deutsch. Arch. f. klin. Med., Bd. XCV, S. 211 (1908). 

5) Ber. d. chem. Ges., Bd. XL, S. 1047 (1907). 

6) Diese Zeitschrift, Bd. IV. S. 304, u. Ber. d. chem. Ges., Bd. XIII. 
S. 279 (1880). 

") Hofmeisters Beitrage, Bd. VI, S. 150 (1905). 

8) Hofmeisters Beitrage, Bd. XI, 8S. 318 (1908). 

*) Journ. of biolog. chem., Bd. IV, S. 419 (1908). 
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Oxymandelsdure, oder Phenylessigsdure zu Mandelsiiure oxydiert 
wird. Vielmehr werden beide Séuren im Fiitterungsversuch, ohne 
eine Oxydation zu erfahren, die eine unverandert (Schotten!)), 
die andere an Glykokoll gepaart, als Phenacetursiiure (Sal- 
kowski*)) ausgeschieden, und das Vorkommen dieser beiden 
Endprodukte im normalen Harn weist darauf hin, daf die stets 
im Darm gebildeten geringen Mengen der beiden substituierten 
Kssigsiuren das gleiche Schicksal erfahren. Wenn also wirklich 
unter pathologischen Bedingungen Oxymandelsdure als Abbau- 
produkt des Tyrosins im Harn fabbar ist, so muf diese Amino- 
siiure zum mindesten bei der mit der Leberatrophie verkniipften 
Stoffwechselst6rung eine Umwandlung durchmachen, die bisher 
kein Analogon in den bBeobachtungen iiber den intermediiren 
Kiweibstoffwechsel hat. 

Die analytischen Daten von Schulzen und Riess be- 
rechtigen nicht zu einem Zweifel an der von ihnen angenom- 
menen Formel C,H,O,, aber die isolierte Stellung, die eine 
soleche Siure in der Stoffwechselechemie einnehmen  wiirde, 
veranlabte uns, nachzuprtifen, ob die Autoren wirklich die ver- 
mutete Substanz vor sich hatten. 

Da wir trotz einer Rundfrage bei nahezu allen Kranken- 
hiiusern Deutschlands nicht in den Besitz eines Harnes von 
akuter gelber Leberatrophie gelangen konnten, so muBten wir 
zur Entscheidung einen andern Weg wiihlen. Wir stellten die 
Oxymandelséure synthetisch dar und verglichen das synthetische 
Produkt mit dem beschriebenen. 

Von den 3 Isomeren konnte wegen der Beziehungen zum 
Tyrosin nur die p-Oxymandelséure in Frage kommen. Wir 
haben die Synthese nach mannigfachen vergeblichen Versuchen, 
vom p-Oxybenzaldehyd oder p-Acetyloxybenzaldehyd durch 
Blausiiureanlagerung zum gewiinschten Produkte zu gelangen, 
schlieBlich auf folgendem Wege mit guten Ausbeuten bewerk- 
stelligt. 

p-Methoxyacetophenon, das nach einer Vorschrift von 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. VII, S. 23 (1882). 
*) Diese Zeitschrift, Bd. IX, S. 230, 1885. 
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Charon und Zamanos') fast quantitativ aus Anisol und Acetyl- 
chlorid mittels Aluminiumchlorid gewonnen werden kann, wurde 
in alkalischer Losung mit Kaliumpermanganat zu Methoxy- 
phenylglyoxylsiiure oxydiert. Aus dieser wurde durch Atzkali 
glatt nach dem Vorgange von Bouveault?) p-Oxyphenylgly- 
oxylsiiure abgespalten, die mit Natriumamalgam wiederum 
nahezu quantitativ die racemische p-Oxymandelsiiure lieferte. 
Hurch Darstellung der Cinchoninsalze gelang die Trennung in 
d- und |-Oxymandelsadure ohne Schwierigkeit. 

t. CH,O- C,H, -+ CH,CO- Cl = CH,O-€,H,-CO-CH, + HCI. 

2. CH,O- C,H, -CO-CH, + 30 = CH,0-C,H,-CO- COOH + H,0. 

3. CH,O-C,H,-CO-COOH ++ H,O = CH,-OH + HO-C,H,-CO- COOH. 
+ HO-C,H,-CO-COOH + 2H = HO-C,H,-CHOH- COOH. 

Der Vergleich der synthetischen Siiuren mit der von 
Schulzen und Riess ergab eine so grofe Abweichung im 
Schmelzpunkt, im Krystallwassergehalt und im Verhalten des 
Caletumsalzes, dai mit Sicherheit gesagt werden kann, dab 
Schulzen und Riess nicht die p-Oxymandelsaure in Handen 
hatten. 

Die Siiure von Schulzen und Riess schmolz bei 162° 
und krystallisierte in langen Nadeln, die optisch aktiven Oxy- 
mandelsiuren schmelzen bei 102—103° (bezw. 103—10+4°) 
und krystallisieren in Blittchen. Das Calciumsalz der Saure 
aus dem Harn enthielt 2 Molekiile Krystallwasser, die Salze der 
Oxymandelsiiure 5 bezw. 5'/2 Molekiile. 

Welche Substanz Schulzen und Riess isoliert haben, labt 
sich natiirlich auf dem von uns eingeschlagenen Wege nicht oe 
feststellen. Der naheliegende Gedanke, dafi es sich um |-Oxy- cm 
phenylmilchsaéure handelte, die, wie in der vorhergehenden Ab- 
handlung des einen von uns gezeigt wurde, den gleichen Schmelz- 
punkt zeigt, mub nicht nur wegen des Ausfalls der Elementar- 
analyse, sondern auch wegen der Verschiedenheit im Wasser- 
vehalt der Kalksalze vorerst zurtickgewiesen werden. Hier kann 
hochstens die Nachuntersuchung von Urinen bei der seltenen 
Erkrankung weitere Aufklirung bringen. Als gesichertes Resultat 


') Compt. rend. de l’Acad. d. sciences, Bd. CXXXIII, 5. 741. 
*) Bull. de la soc. chimique de Paris [3], Bd. XVII, S. 948. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 28 








406 Alexander Ellinger und Yashiro Kotake, 

unserer Untersuchung aber darf die These aufgestellt werden, 
dai die p-Oxymandelsiéure aus der Reihe der beobachteten 
intermediiiren Produkte im  pathologischen Stoffwechsel zu 
streichen ist. 


Experimentelles. 


Darstellung des Methoxyacetophenons. 


Die Darstellung erfolgte in Anlehnung an die Vorschriften 
von Gattermann, Ehrhardt und Marsch und von Charon 
und Zamanos (I. ec.) folgendermafen: 

In einen mit einem Riickflubkihler und Tropftrichter ver- 
sehenen Kolben wurden 50 ccm Anisol, in 250 cem Schwefel- 
kohlenstoff gelést, und 80 g Aluminiumchlorid gebracht und 
allmiihlich 80 ecem Acetylchlorid in kleinen Portionen tropfen- 
weise zugesetzt. Die Reaktion trat schon in der Kalte ein. 
und die Fliissigkeit fiarbte sich unter lebhafter Salzsiéiureent- 
wicklung zuniichst rOtlich, dann violett, schlieBlich blau. Nach- 
dem alles Acetylchlorid eingetragen war, wurde die Reaktions- 
fliissigkeit unter héufigem Umschiitteln eine Stunde stehen ge- 
lassen und dann 30 Minuten bis 1 Stunde am RiickfluBkiihler 
auf dem Wasserbade gekocht. Nach dem Erkalten zeigte die 
Fliissigkeit zwei Schichten. Die obere Schicht, welche haupt- 
sichlich aus Schwefelkohlenstoff bestand, wurde dekantiert, 
die untere ziahfliissige Schicht, welche einige Male mit Schwefel- 
kohlenstoff ausgewaschen wurde, enthielt das Reaktionspro- 
dukt in Form der Aluminiumdoppelverbindung. Der Kolben 
wurde jetzt von auBen mit Eis gekthlt und eine ziemlich grobe 
Menge Eis in Stiicken allmihlich zugesetzt, wobei sich die 
Doppelverbindung unter lebhaftem Zischen und heftiger Salz- 
sdureentwicklung zerlegte. Das Methoxyacetophenon, welches 
sich dabei 6lig ausschied, wurde mit Ather aufgenommen. 
Nach dem Verdunsten des Athers blieb eine krystallinische 
Masse zuriick. Zu weiterer Reinigung wurde sie in einem 
Fraktionskolben der Destillation unterworfen und die Fiissig- 
keit, die zwischen 250 und 275° C. tiberging, wurde getrennt 


‘) Ber. d. chem. Ges., Bd. XXIII, S. 1199 (1890) 
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aufgefangen. Die erhaltene Fliissigkeit, welche bald krystal- 
linisch erstarrte, wurde wieder in Ather gelist. Die Lésung 
hinterlieB beim allmihlichen Verdunsten an der Luft grobe 
derbe Tafeln, die bei 38—39° C. schmolzen. Die Ausbeute 
war fast quantitativ. 


Darstellung der Methoxyphenylglyoxylsiure. 


In den ersten Versuchen haben wir nach der Vorschrift 
von Bougault') 20 g Kaliumpermanganat in 300 ccm Wasser 
velést, 15 cem 10°/oige Natronlauge hinzugefiigt und kurze Zeit 
die Loésung in Eis gebracht. Nach dem Erkalten derselben 
wurden 4 g p-Methoxyacetophenon auf einmal eingebracht und 
die Fliissigkeit 12 Stunden unter 6fterem Umschiitteln stehen 
gelassen. Nachdem die L6Osung dann durch Natriumbisulfit 
von dem iiberschiissigen Permanganat befreit war, wurde sie 
mit Salzsiure angesiiuert und mit Ather ausgeschiittelt. Aber 
hierbei war wegen der Bildung einer betrichtlichen Menge von 
Anissadure, die sich grdftenteils beim Ansduern der Fliissigkeit 
ausschied, die Ausbeute an Methoxyphenylglyoxylsaure nicht 
gut. Wir wandten deshalb spiéter nur die theoretische Menge 
Kaliumpermanganat an: 14 g Kaliumpermanganat wurden in 
600 cem Wasser gelést, 27 cem 10°/oige Natronlauge hinzu- 
gefiigt und nach dem Abkiihlen der Fliissigkeit 10 g Methoxy- 
acetophenon auf einmal hinzugebracht. Nach 5stiindigem Stehen- 
lassen in Eis wurde die Fliissigkeit mit Salzsiure angesduert 
und mehrmals ausgeiithert. Der Atherriickstand wurde mit 
Natriumearbonat aufgenommen und mit Ather erschépft, um 
inn von unverdndertem Methoxyacetophenon zu befreien, dann 
mit Salzsiiure angeséiuert, wobei sich etwas gebildete Anissaéure 
ausschied, und das Filtrat mit Ather ausgeschiittelt. Beim Ver- 
dunsten des Athers erhielten wir krystallinische, reine Meth- 
oxyphenylglyoxylsiure (Schmelzp. 88° C.). Die Ausbeute be- 
trug 40—50°/o des Ausgangsmaterials. 


Darstellung der p-Oxyphenylglyoxylsaure. 


Methoxyphenylglyoxylsiure wurde mit dem gleichen Ge- 
wicht Atzkali, das in 2 Teilen Wasser gelést war, im Auto- 


‘| Ann. d. chim. et d. phys. (7], Bd. XXV, S. 483 (1902). 
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klaven 12 Stunden auf 170° C. erhitzt. Das Reaktionsprodukt 
wurde mit Wasser verdiinnt, mit Schwefelsdure stark angesduert. 
von einer Substanz, welche sich in geringer Menge _hierbei 
krystallinisch ausschied,') abfiltriert und mit Ather erschépfend 
ausgeschiittelt. Die aitherische LO6sung, welche einige Male mit 
wenig Wasser gewaschen wurde, hinterlieb nach dem Ver- 
dunsten des Athers einen Riickstand, der sofort krystallinisch 
erstarrte. Die durch kaltes Chloroform von Verunreinigungen 
befreiten Krystalle wurden zweimal aus Wasser umkrystallisiert 
Die gereinigte Saure schmolz, wie es Bouveaults Angaben 
entspricht, bei 172—173° C. und gab folgende Analysenwerte: 

2480 ¢ ber 105°C. getrockneter Substanz lieferten 0.5228 ¢ CO 
und 00829 ¢ HO. 


Gefunden: Berechnet fiir C.H,Q, : 
C 97,93 °/o C = 57,83%s 
H 5.71 °/o. H= 361". 


Iie erwihnte Substanz, von welcher aus einem Ausgangs- 
material von 120 g¢ Anisol nur 0,34 g erhalten wurden, kry- 
stallisierte aus heibem Wasser, worin sie schwer loslich ist. 
in mehrere Zentimeter langen Nadeln vom Schmelzpunkt 178° C. 

Die Analyse ergab folgende Werte: 

0.1740 ¢ bet 105° C. getrockneter Substanz lieferten 0,4020 ¢ CO, 


und O,O850 ¢ H,O. 


(iefunden : Berechnet fiir C H,Qg: 
C == 63,01°/o C = 63,15°% 
H 3.43 %/0, H = 6,26*/. 


Mit Eisenchlorid gab die Siiure keine Fiirbung, aber eine 


seringe Fillung. Die Millonsche Probe war schon in der 


Kiilte stark positiv. Es handelt sich also wohl um eine Oxy- 


toluylsiiure. Welches der 10 bekannten Isomeren_ vorlag, 


konnten wir wegen Mangels an Material nicht bestimmen. Der 
Schmelzpunkt stimmt am besten mit der von Tiemann und 
Schotten®) dargestellten 5-Oxy-o-Toluylséure. 

OH 

JN 


\ CH, 


COOH 


‘) Von diesem Nebenprodukt wird weiter unten die Rede sein. 
*) Ber. d. chem. Ges., Bd. XI. S. 767 (1878). 
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Diese aber enthalt '/2 Molekiil Krystallwasser nach den Angaben 
der Autoren, wahrend unsere Séure krystallwasserfret war. 

Von der 4-Oxy-o-Toluylsiiure 

| OH 
AOOH 
CH, 
von Kalle,!) deren Schmelzpunkt bald zu 179° C., bald zu 
[83—184° C. angegeben wird, ist unsere Verbindung sicher 
zu unterscheiden. Wir hatten durch die Freundlichkeit der 
Firma Kalle & Co, die uns eine Probe der Siiure zusandle, 
(relegenheit, Vergleiche anzustellen. Die aus beiden Siéuren 
dargestellten Acetylverbindungen differierten im Schmelzpunkt 
noch wesentlich mehr als die freien Siiuren. Das Derivat 
unserer Siiure schmolz 20° tiefer als das der Kalleschen 
Siure. Wir nahmen von weiteren Versuchen zur Klarstellung 
der Konstitution Abstand, weil uns das Produkt nur von 
-ekundarem Interesse erschien. Denn es handelt sich bei seiner 
Bildung anscheinend nicht um einen Umlagerungsvorgang bet 
der Reaktion im Autoklaven, wie wir anfangs anzunehmen 
geneigt waren, sondern um ein aus einer Verunreinigung des 
Anisols stammendes Produkt. Es gelang uns, beim Schiitteln 
von Anisol mit verdiinnter Natronlauge aus dem Anisol eine 
Losung zu erhalten, die beim Ansdéuern an Ather eine Substanz 
abgab, welche sich durch den Geruch, die starke Millonsche 
Reaktion und die Fiillung mit Bromwasser als ein Pheno! 
charakterisierte. 
Darstellung der d-]-Oxymandelsiure. 

d-l-Oxymandelsiure stellten wir, analog dem Vorgehen 
von Neubauer und Flatow?) bei der Gewinnung von Dioxy- 
phenylmilchséure, durcit Reduktion der Oxyphenylglyoxylséure 
mit Natriumamalgam dar: 4,5 g Oxyphenylglyoxylsiiure in einem 
passenden kleinen Kolben in 20 cem Wasser gelést. wurden 


‘YW. Kalle, Umwandlung von Naphthalinderivaten tn Oxytoluy!- 
I 


siuren. I[naug.-Diss., Erlangen 1895. 
*) Diese Zeitschrift. Bd. LIL, S. 375 (1907 
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mit 93,5 g Natriumamalgam (Na: 2°/o) in 2 Portionen versetzt, 
von denen die zweite erst nach 30 Minuten hinzugefiigt wurde: 
der Kolben wurde luftdicht verstopft und mehrmals umge- 
schiittelt. Nach einer Stunde wurde die Reaktionsfliissigkeit 
mit 9,5 cem rauchender Salzséiure angesiduert und wiederholt 
ausgeiithert. Beim Verdunsten des Athers blieb eine krystalli- 
nische Masse zuriick, die sehr leicht in Wasser léslich war 
und sich in wisseriger LOsung beim Erhitzen schon auf dem 
Wasserbade nach und nach fiarbte. Die aus Wasser umkry- 
stallisierte Sdure zeigte unter dem Mikroskop Blattchen, welche 
zwischen 80—90° C. schmolzen. Die im Vakuumexsikkator 
getrocknete, krystallwasserfreie Saure schmolz bei 105 — 106° C. 
Die Elementaranalyse und Krystallwasserbestimmung gaben 
folgende Werte: 

0,2368 g im Vakuumexsikkator getrockneter Substanz_ lieferten 
0.4924 ¢ CO, und 0,1000 g H,0. 


Gefunden: Berechnet fiir C,H,Q,: 
C= 56,81 9/0 C= 37,13 °/o 
H 4,69 jo. H = 4,76°%o. 


0,2308 g an der Luft getrockneter Substanz verloren im Vakuum- 
exsikkator 0,0222 g H,0. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,O, + H,0: 


9,660. 9.67 Jo. 


Spaltung der d-l-Oxymandelsdure in die optisch 
aktiven Komponenten. 


3,5 g der aus Wasser mehrmals umkrystallisierten und 
an der Luft getrockneten d-l-Oxymandelsaure wurden in 175 ccm 
Wasser gelist und mit 6,2 g krystallinischen Cinchonins ver- 
setzt, eine Stunde auf dem Wasserbade erhitzt und tiber Nacht 
stehen gelassen. Eine kleine Probe des Filtrates wurde nach 
dem Verfahren von Rimbach-Marckwald!) mit einer kon- 
zentrierten NaCl-Lésung versetzt und der dabei ausgeschiedene 
Niederschlag von Cinchoninchlorhydrat wurde fiir das Filtrat 
als Impfmaterial benutzt. Nach 3tégigem Stehenlassen an einem 
kiihlen Orte war die Fliissigkeit vom Niederschlag abfiltriert. 


') Ber. d. chem. Ges., Bd. XXXII, S. 2385 (1899). 
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Das auf ungefihr 's eingeengte Filtrat lieBen wir wieder, mit 
wenigen Krysiallen der ersten Ausscheidung geimpft, in der 
Kalte stehen. Als sich in der Fliissigkeit der krystallinische 
Niederschlag nicht mehr vermehrte, wurde er abfiltriert und 
mit der ersten Portion vereinigt. Das Filtrat wurde mit Am- 
moniak ausgefallt, filtriert, mit Schwefelséiure angesiiuert und 
mit Ather erschépfend ausgeschiittelt. Beim Verdunsten des 
Athers blieb ein krystallinischer Riickstand im Gewicht von 
1,78 g zurtick. Er wurde einmal aus relativ viel Wasser — 
um ihn von etwas tbriggebliebener d-l-Siure zu befreien — 
und dann mehrmals aus wenig Wasser umkrystallisiert. Wir 
erhielten schlieBlich gut ausgebildete, makroskopische Krystall- 
blattchen, deren wisserige LOsung die Ebene des polarisierten 
Lichtes stark nach rechts drehte. 

Das aus der urspriinglichen LOésung ausgeschiedene 
Cinchoninsalz, dessen Gewicht im ganzen 3,6 g betrug, wurde 
mehrmals aus Wasser umkrystallisiert. Die schlieflich erhaltenen 
prichtigen Prismen wurden mit heibem Wasser aufgenommen, 
nach dem Erkalten mit Ammoniak ausgefillt und dem an- 
gesiuerten Filtrat durch Ather die freie Siure entzogen, welche 
nach Verdunsten des Athers krystallinisch zuriickblieb. Die 
LOsung der Séure zeigte starke Linksdrehung. 

Die beiden optisch aktiven Séuren, welche an der Luft 
zu konstantem Gewicht getrocknet waren, nahmen im Vakuum- 
exsikkator sehr langsam ab, ein Beweis, dal} sie Krystall- 
wasser enthielten. 

0,4023 g 1-Séure verloren im Vakuumexsikkator 0,0225 g H,O. 


Gefunden : Berechnet fiir C,H,O, -+ '/2 H,O: 
5,59 Jo. 5,09 °/o. 
0.2532 g d-Saure verloren im VakuumexsikFator 0,0237 g H,O. 
Gefunden : Berechnet fiir C,H,O, -- H,0: 
9,36 Jo. 9,67 Jo. 


Die im Vakuumexsikkator getrocknete, krystallwasserfreie 
|-Séiure schmolz bei 102—103”" C., wiahrend die krystallwasser- 
freie d-Séure bei 103—104° C. schmoiz. Die beobachtete 
Drehung der beiden Sauren hatte, wie erwartet, bei gleicher 
Konzentration den gleichen Betrag. Die Drehung betrug in 
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1.5 °/oiger Losung bei Zimmertemperatur im 2 dm-Rohr in 
einem Halbschattenapparat mit Natriumlichtquelle + 4° 20° 
falp = + 144,4°. 

Das Calciumsalz der d- und |-Séure, erhalten durch Kochen 
mit frisch gefalltem CaCQ,, krystallisierte in schénen Tafeln. 
Krystallwasserbestimmungen ergaben folgende Werte: 

1. 0.1518 g d-Salz verloren bei 105° C. 0.0321 ¢ H,O 








HT. O,1430 » . » 105° » O0,0304 

Ill. 0,1283 » » 105° » 0.0270 >» » 
Gefunden : Berechnet fiir (CsH-O,),Ca -+ 5'/2 HO: 
I. 21,14° 0 

I]. 21,26 °/o 20,93 ®/0. 


If. 21,08 °/o. 

Der etwas auffallende Gehalt von 51/2 Molektilen Wasse1 
wurde durch 3 Analysen genau gleichen Resultats bestiitigt. 
0.1590 g l-Salz verloren bei 105° C. 0,0312 ¢ H,O. 

Gefunden : Berechnet fiir (C,H,0,)Ca + 5H,O: 
19,73 %/o. 19.40 %o. 


Verhalten der Oxyphenylglyoxylsaure im Tierkorper. 


Nach Neubauer wird Phenylglyoxylsiure im Organismus 
des Hundes zum Teil in l-Mandelsiiure umgewandelt, wiihrend 
beim Kaninchen eine solche sekundire Reduktion nicht ein- 
tritt. Um zu priifen, ob auch in analoger Weise Oxyphenyl- 
glyoxylsiiure im Organismus zum Teil in optisch-aktive Oxy- 
mandelsiiure umgewandelt wirde, haben wir zuniichst einem 
Hunde von etwa 14 kg 4g Oxyphenylglyoxylsiiure in 2 Por- 
tionen in Gelatinekapseln per os eingegeben. Aber weder der 
Urin, der wihrend 24 Stunden nach der Fiitterung der Saure ge- 
sammelt war — mit einmaliger Ausnahme!) — , noch die wiisse- 
rige Loésung der Substanz, die dem mit Schwefelsiure stark 
angesiiuerten Harn durch Ather entzogen war, zeigten eine 
Drehung. Es liéBt sich auch mit der gréSten Wahrscheinlich- 
keit behaupten, dab im Harn des mit Oxyphenylglyoxylsaure 
gefiitterten Hundes weder die gepaarten Schwefelsiiuren, tiber 
die wir uns durch eine Probe orientierten, noch die gepaarten 
Glukuronsiiuren, wogegen Verhalten des Harns bei der Polari- 





') Siehe die folgende Abhandlung. 
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sation spricht, vermehrt sind. Die Versuche mit Kaninchen 
ergaben im wesentlichen die gleichen Resultate wie die beim 
Hunde. Auch hier konnten wir aus dem Harn des Tieres, dem 
1 g Oxyphenylglyoxysiure als Natriumsalz subcutan injiziert 
worden war, kein optisch-aktives Umwandlungsprodukt ge- 
winnen, sondern konnten nur wieder die unveriinderte Siure 
isolieren. 


Verhalten der d-l|-Oxymandelsiure im Tierkorper. 


Manche racemische Substanzen erleiden im Tierk6rper 
derartige Spaltung, dafi ein optischer Antipode in ihm zerstort 
und der andere Antipode unveriindert im Harn ausgeschieden 
wird. Wir erwarteten in analoger Weise aus dem Urin des 
Kaninchens, das d-l-Oxymandelsiiure bekommen hatte, eine 
optisch-aktive Saéure zu erhalten, aber das Resultat fiel negativ 
aus. Der Harn des Kaninchens, dem 1 g d-l-Oxymandelsiiure 
als Natriumsalz injiziert worden war, zeigte keine Drehung, 
ebensowenig der aus dem angesiuerten Harn gewonnene Ather- 
riickstand. Aus ihm konnten wir nur unveriinderte d-l-Oxy- 
mandelsiiure als Bleisalz isolieren, welches in Wasser schwer 
lOslich ist und auf Zusatz von Bleiacetat zum Harn sich ohne 
weiteres krystallinisch abschied. 








Isolierung von Erythrodextrin aus dem Harn eines Hundes. 
Von 
Yashiro Kotake (aus Osaka, Japan). 


(Aus dem Universitats-Laboratorium fiir med. Chemie und experim, Pharmakologic 
in Kénigsberg.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Marz 1910.) 


EKinem Hunde von ungefiéhr 14 kg, welcher einen Monat 
vorher und einen Monat nachher im Institut gehalten wurde 
und keine Gesundheitsstérungen zeigte, wurden 4 g Oxypheny|- 
glyoxylsiiure in Gelatinekapseln in 2 Portionen mit 2 Stunden 
Abstand eingegeben. 62 ccm Harn, die der Hund in den ersten 
3 Stunden, nachdem er die erste Portion der Saure bekommen 
hatte, entleerte, drehten in einem Saccharimeter 4°/o0 nach 
rechts. Der Harn gab eine schwache Trommersche Probe 
und war eiweiffrei. Der in den folgenden 5 Stunden entleerte 
Harn, in Menge von 120 ccm, drehte 1,6°%/o nach rechts und 
gab eine ganz schwache Reduktionsprobe, keine EiweifSprobe. 
185 ccm Harn, welche in weiteren 14 Stunden ausgeschieden 
wurden, zeigte nur eine schwache Rechtsdrehung (ungefiahr 
0,4°/o) und Reduktionsprobe sowie Eiweifprobe waren negativ. 
Der vereinigte Harn wurde mit wenig Prebhefe (hdchstens 
0,3—0,4 g) versetzt und 24 Stunden im Brutschrank vergoren. 
Der vergorene Harn wurde mit Schwefelséure stark angesduert 
und in dem Extraktionsapparat von Kutscher und Steude! 
2 Tage lang mit Ather extrahiert. Der aus dem Ather ge- 
wonnene Riickstand zeigte, in Wasser gelést, mit Tierkohle 
entfiirbt, keine Drehung und bestand aus unveranderter Oxy- 
phenylglyoxylsiure. Der mit Ather erschépfte Urin wurde 
zuniichst mit neutralem Bleiacetat ausgefallt, filtriert und 
das Filtrat mit Bleiacet und Ammoniak gefallt. Der Blei- 
acetat-NH,-Niederschlag, in welchen die optisch aktive 
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Substanz quantitativ tberging, wurde nach Zerlegung mit 
Schwefelwasserstoff auf dem Wasserbad eingedampft und die 
konzentrierte Losung mit dem doppelten Volumen Alkohol 
gefallt, wobei die drohende Substanz fast quantitativ priazi- 
pitiert wurde. Der abfiltrierte, amorphe und wenig gefiarbte 
Niederschlag wurde mehrmals mit verdiinntem Alkohol aus- 
gewaschen und wieder zu weiterer Reinigung im Wasser gelist 
und mit Alkohol gefallt. Durch mehrmalige Wiederholung dieses 
Verfahrens wurde schlieBlich, nachdem viel Material fiir Vor- 
proben verbraucht war, eine ganz weife, nahezu aschefreie 
Substanz im Gewicht von 0,23 g erhalten, die in wisseriger 
LOsung neutral reagierie und Kupferoxyd in alkalischer L6sung 
nicht reduzierte. Die 1 prozentige Lésung der gereinigten Sub- 
stanz drehte im Saccharimeter 3,7°/o nach rechts, woraus sich 
eine spezifische Drehung von 194,3° berechnet, eine Grobe, 
die mit der spezifischen Drehung der Dextrine und des Gly- 
kogens fast genau iibereinstimmt. Die Lésung wurde mit 
konzentrierter Salzsiiure auf 3°/o gebracht und 3 Stunden lang 
in einem kleinen Kolben am Riickflubkiihler auf dem Wasser- 
bade erhitzt. Wahrend die Rechtsdrehung der 0,9°/oigen Lésung 
vorher 3,5°/o betrug, zeigte die Lésung nach dem Kochen 
eine starke Drehungsabnahme auf etwa 1°/o. Sie gab nunmehr 
eine starke Trommersche Probe, positive Garungs- und Phenyl- 
hydrazinprobe, wobei das gebildete Osazon nach Umkrystal- 
lisation bei 204°—-205° C. schmolz. Die Spaltung in einen 
reduzierenden Zucker erfolgte auch prompt mit Speichel. 

Durch obige Reaktionen ist es sicher gestellt, dab die 
fragliche Substanz durch die Wirkung verdiinnter Salzsaure 
quantitativ zu der Glukose umgewandelt wurde. Die wisserige 
Losung der fraglichen Substanz, die selbst in starker Konzen- 
tration keine Opalescenz zeigte (Unterscheidung von Glykogen) 
gab mit Jodjodkaliumlésung eine braunrote Farbung, die nach 
dem Zusatz von einer konzentrierten Natriumacetatlésung in 
Violett iiberging (Reaktion von Nasse.')) Die getrocknete 
Substanz gab folgende Analysenwerte. 


1) Pfliigers Archiv, Bd. XXXVII, S. 585 (1885). 
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0.0825 ¢ Substanz leferten 0.1338 ¢ CO,, 0.0432 ¢ HO und 
W.0007 ¢ Asche. 


Gefunden: Fiir aschefreie Substanz : Berechnet fiir (C,H,,0,)x: 
(. = 44,22%6 C == 44,619 C= 44,440 
H= 5,78% H == 587% H = 6,21%o. 


Nach den Eigenschaften und Analysenwerten der Substanz 
ist man berechtigt, sie als identisch mit dem als Erythro- 
dextrin bezeichneten Kohlenhydrat anzusprechen. 

Uber die Ursache der merkwiirdigen Erscheinung vermag 
ich nichts auszusagen. Die Verabreichung der Oxyphenylgly- 
oxysiure kann kaum mit ihr in Zusammenhang gebracht werden. 
Denn die Wiederholung des Versuchs am gleichen und an 
einem andern Hunde fiihrte nicht zur Ausscheidung von Dextrin. 
Kbensowenig wurde trotz mehrfacher Untersuchungen bei dem 
Tier unter normalen Verhaltnissen Dextrin gefunden. Es wurde 
einige Monate spiiter zu andern Versuchen im Institut ver- 
wendet und nach dem Tode durch Verbluten wurden die 
Nieren noch lebenswarm entnommen und mikroskopisch unter- 
sucht, ohne daB etwas von der Norm Abweichendes gefunden 
worden wire. 

In der Literatur sind, soviel ich sehe, nur zwei Publi- 
kationen vorhanden tiber eine ahnliche Substanz im mensch- 
lichen Harn. Ek. Reichardt!) beobachtete sie wiederholt in 
Harnen von Diabetikern, wenn der Zucker abnahm oder bis 
auf Spuren verschwand, isolierte und analysierte sie und_ be- 
zeichnete sie als Dextrin. Leube?) fand eine Substanz von 
iihnlichem Verhalten bei zwei Diabetikern und sprach sie als 
Giykogen an. 

Fiir den Hundeharn stellt die angefiihrte Beobachtung 
bisher ein Unikum dar. 


'y Arch. d. Pharm. (3), Bd. V, 5, 502 (1874) und Pharm. Zeitschrift 


Rufland. Bd. XIV, S. 40. 
2) Virchows Archiv. Bd. CXIIL, S. 391. L888. 




















Weiterer Beitrag zur Kenntnis der bei der partiellen Hydrolyse 
von Proteinen auftretenden Spaltprodukte. 
Von 
Emil Abderhalden. 


Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen Hochschule, Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 20. Miirz 1910.) 


Wir konnten kiirzlich mitteilen.!) dai es gelungen ist, 
aus Seidenabfiillen nach partieller Hydrolyse mit 70°/oiger 
Schwefelséure Glycyl-l-tyrosin und d-Alanyl-glycin ohne weitere 
Kingriffe direkt in analysenreinem Zustand zu gewinnen. Dieser 
Befund steht nun nicht einzig da, indem es uns neuerdings 
wiederholt gelang, bei der bereitung von Seidenpepton d-Alany1- 
glycin abzuscheiden. Endlich wurde auch in der chemischen 
Fabrik von Hoffmann-La Roche, Basel-Grenzach, bei der 
Darstellung von Seidenpepton als Nebenprodukt fast reines 
d-Alanyl-glycin in ganz betrachtlichen Mengen beobachtet und 
uns zur Untersuchung eingesandt. Die Ausbeute an analysen- 
reinem Dipeptid betrug im giinstigsten Falle 8°/o der ange- 
wandten Seidenabfialle. 

Das Verfahren zur Gewinnung des d-Alanyl-glycins ge- 
staltet sich, wie folgt. 100 g Seidenabfille werden mit der drei- 
fachen Menge auf 0° gekiihlter 70°/ciger Schwefelsiiture unter 
stetigem Umriihren iibergossen. Die Aufldsung des Seiden- 
peptons, die sofort einsetzt, ist nach ca. 2 Stunden vollstindig. 
Die Lésung bleibt nun 4 Tage bei 26° stehen. Nun wird die 
Losung unter Kiihlung mit Eis auf 101 verdiinnt und dann mit 
der berechneten Menge Baryt die Schwefelsiiure entfernt. Es 
ist wichtig, nur sorgfiltig gereinigten baryt zu verwenden, Nach- 


') Emil Abderhalden, Weiterer Beitrag zur Kenntnis der bei 
der partiellen Hydrolyse von Proteinen auftretenden Spaltprodukte. Diese 
Zeitschrift, Bd. LXIII, 8. 401, 1909. 
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dem festgestellt worden ist, daf die L6sung vollstandig frei von 
Baryt und von Schwefelsaure ist, wird durch Faltenfilter filtriert 
und das Filtrat unter vermindertem Druck bei 40° des Wasser- 
bades eingeengt. Ks ist unbedingt notwendig, die Lésung von 
Zeit zu Zeit wieder auf Baryt und Schwefelsdéure zu _priifen. 
Nach erfolgtem Einengen findet man héufig noch Spuren von 
Baryt, die bei der groBen Verdiinnung der Beobachtung ent- 
gangen waren. Der Baryumsulfatniederschlag wird wiederholt 
mit Wasser ausgelaugt, bis das Waschwasser farblos bleibt. 
Die gesammelten Waschwasser werden am besten fiir sich 
unter den gleichen Bedingungen wie das Hauptfiltrat eingeengt. 
Die erhaltenen hellgelb gefarbten Riickstiinde werden mit Methy!- 
alkohol ausgekocht. Es geht der gréfte Teil in L6sung. Nach 
einigem Stehen scheiden sich flockige Niederschlige ab. Von 
diesen wird abfiltriert. Das Filtrat wird wiederum unter ver- 
mindertem Druck zur Trockene verdampft und der Riickstand 
nunmehr in mdglichst wenig, ca. 60° warmem Wasser gelost 
(ca. 200 cem). Von schwerer léslichen Teilen wird abfiltriert. 
Nun probiert man in Proben aus, wieviel absoluter Alkohol 
zugesetzt werden darf, ohne dafi eine deutliche Triibung ein- 
tritt. Die entsprechende Menge davon fiigt man dann der Haupt- 
menge zu. Nun reibt man die Winde des GefaiBes mit dem 
Glasstabe und impft mit einigen Krystallchen von d-Alanyl- 
glycin. In giinstigen Fallen beobachtet man schon nach 24 Stunden 
Krystallabscheidung. Meist verlangsamen flockige Ausschei- 
dungen die Krystallisation. 

Die Krystalle werden dann abgenutscht, mit Alkohol und 
Ather gewaschen und nun in heiBem Wasser gelist. Setzt 
man zu der konzentrierten, heiBen, wisserigen L6sung Alkohol 
bis zum Eintritt einer Triibung, dann erfolgt noch wahrend des 
Umschiittelns Krystallabscheidung. 

Man wird in jedem Falle die Krystalle durch Schmelz- 
punkt, Drehungsvermogen, Analyse, Fermentspaltung und totale 
Hydrolyse identifizieren miissen. Téauschungen sind mdglich, 
wenn die Hydrolyse zu weit gegangen ist und Aminoséuren 
vorhanden sind. Aus noch nicht néher festgestellter Ursache 
kommt es bei der partiellen Hydrolyse von Seidenabfallen mit 
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70°/oiger Schwefelsiure oft zur Bildung gallertiger, in Wasser 
sehr schwer loslicher Produkte. Sie wurden nicht beobachtet, wenn 
beim Zusatz der 70°/oigen Schwefelsiure Erwirmung vermieden 
wurde. Mit der Untersuchung der amorphen gallertigen Pro- 
dukte sind wir beschiiftigt. Ihr Auftreten stért die Gewinnung 
von Dipeptiden. 

Das bei der letzten Darstellung gewonnene d-Alanyl-glycin 
zeigte F. gegen 235° (korr.) und a = + 48,45°. 

0,4222 g Substanz gelést in Wasser. Gesamtgewicht der 
Losung 4,2101 g. d = 1,032. a = 5,01° nach rechts bei 20° 
im 1 dm-Rohr bei Natriumlicht. [a|),, = ++ 48,45°. Bei der 
Spaltung erhielten wir annahernd die berechneten Mengen von 
(ilvkokoll und d-Alanin. 


0,2342 g Substanz gaben 0,3521 g CO, und 0,1475 g H,0. 
0.1811 » > >» 298 ccm N (20°, 770 mm Druck). 


Berechnet fiir C,H,,N,O,: Gefunden : 
141,04°/o C, 6,91°%o H, 19,26°/o N. 41,00°/o C, 6,99%o H, 19,01%o N. 








Die Blutdruckwirkung des reinen Cholins. 
Von 


Emil Abderhalden und Franz Miiller, Berlin. 


(Aus dem physiologischen Institut der tierarztlichen und dem tierphysiologischen Institat 
der landwirtschaftlichen Hochschule zu Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Marz 1910.) 


Man sollte meinen, dali die Frage nach der Wirkung des 
(holins auf den Kreislauf durch die zahlreichen vorliegenden 
Arbeiten vollig gekliirt sei. So haben vor allem Mott und 
Halliburton eingehende Untersuchungen iiber die pharma- 
kologische Wirkung des aus der Platinchloridverbindung dar- 
gestellien und durch deren Krystallform, Loéslichkeit und Reak- 
tionen identifizierten Cholins angestellt.!) Thre Angabe, dah 
Cholin eine kurz voriibergehende Blutdrucksenkung hervorrutt, 
die nach Atropininjektion ausbleibt oder sich in eine deutliche 
Steigerung des Blutdrucks verwandelt, wurde in den folgenden 
Jahren immer von neuem selbst von Autoren bestitigt, die 
beziiglich der Identitiit der aus dem Gehirn, dem peripheren 
Nervengewebe oder der Cerebrospinalfliissigkeit yon gesunden 
oder an Paralyse erkrankten Menschen dargestellten Praparate 
der Auffassung von Mott und Halliburton nicht beipflichten 
konnten.? | 


') FW. Mott und W. D. Halliburton, The physiological action 
of choline and neurine. Phil. Trans. Roy. Soc. London, Bd. CXCI, S. 211, 
1899. — W.D. Halliburton, The physiological effects of nervous tissues 
extracts. Journ. of Physiol., Bd. XXVI, S. 229, 1900. — Derselbe, Er- 
gebnisse der Physiologie, Bd. IV, S. 65, 1905. 

2) Reid Hunt, Note on the blood pressure lowering body in the 
suprarenal gland. Americ. Journ, of Physiol., Bd. Ill, 5. 18, 1900, und 


ebenda, Bd. V, 8. 6. Swale Vincent und W. Sheen, The effects 
of intravascular injections of animal tissues, Journ. of Physiol., Bd. XXIX, 
S. 242, 1903. — Swale Vincent und W. Cramer, The nature of the 


physiologically active substances in extracts of nervous tissues etc.. 
Journ. of Physiol., Bd. XXX. S. 148, 1903. 
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Wir haben keine Veranlassung, zu dieser letzteren Streitfrage 
Stellung zu nehmen, zumal Halliburton selbst sich sehr vor- 
sichtig duBert: «<I do not therefore (da er noch andere Stoffe 
aus dem nervésen Gewebe extrahiert hat) claim, that Cholin 
is the only substance of physiological importance in extracts 
of ganglia, but | do claim that it is at present the only sub- 
stance, which can be readily identified there . . .» 

Seitdem ist bekanntlich Cholin aus den Extrakten vieler 
Qrgane isoliert worden und auch hier wurde eine blutdruck- 
senkende Wirkung, ein Ausbleiben der Senkung oder eine 
Steigerung nach Atropin konstatiert.?) 

Alle diese Angaben sind nun durch die Arbeit von 
G. Modrakowski in Frage gestellt worden. Der Autor fihrt 
zunachst einige altere Beobachtungen an, in denen auch ohne 
Atropin durch Cholin Blutdrucksteigerung eintrat.2) Die von 
ihm zitierten Angaben von Osborne und Vincent sind aber 
bald nach der Publikation von Halliburton durch die An- 
nahme widerlegt worden, daf teils Spuren von Baryum, teils 
Spuren von Nucleoproteiden, die nicht entfernt waren, die 
eigentliche Cholinwirkung maskiert hitten. Modrakowski hat 
aber, auch abgesehen von diesen Arbeiten, aus der Lektiire der 
Cholinliteratur den Eindruck bekommen, dal die verschiedenen 
Autoren mit verschiedenartigen Praparaten gearbeitet hiatten, 
die mit muskarinartigen Stoffen verunreinigt gewesen seien. 
kr selbst benutzte aufer einem Priaparat von Merck eins von 
Kahlbaum, das iiber die Platinchloridverbindung gereinigt 
war. Der Blutdruck wurde nur an Hunden gemessen. Die 
Tiere waren bisweilen durch Chloralhydrat betiubt, meist aber 


') A. Lohmann, Cholin, die den Blutdruck erniedrigende Sub- 
stanz der Nebenniere, Pfliigers Arch., Kd. CXVIII, S. 215, 1907, und 
Zentralbl. f. Physiol., Bd. XXI, S. 139, 1907, und Pfliigers Archiv, 
Bd. CXXII, S. 203, 1908. — 0. v. Fiirth und C. Schwarz, Die Natur 
der blutdruckerniedrigenden Substanz in der Schilddriise, Pfliigers Arch., 
Bd. CXXIV, S. 361, 1908. — C. Schwarz und R. Lederer, Das Vor- 
kommen von Cholin in der Thymus, der Milz und den Lymphdriisen, 
ebenda, S, 353. 

*) G. Modrakowski, Uber die physiologische Wirkung des Cholins, 
Pfliigers Arch., Bd. EXXIV, S. 601, 1908. 
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durch Curare (5 mg pro Kilogramm) oder Zerstorung des Riicken- 
marks immobilisiert. Modrakowski behauptet nun, dab ganz 
frisch aus der Platinchloridverbindung hergestelltes Cholin- 
chlorid schon nach Dosen von 0,6 mg pro Kilogramm, deut- 
licher nach 1—2 mg, eine reine Blutdrucksteigerung bewirke. 
Doch geniige schon wenige Minuten dauernde Belichtung oder 
wenige Tage dauernde Aufbewahrung des frisch gewonnenen 
Cholinchlorids, ferner die Aufbewahrung in wasseriger Lésung, 
um neben jetzt erst deutlich wahrnehmbarem Trimethylamin- 
geruch eine blutdrucksenkende Wirkung zu erzeugen. (0,2 bis 
0,6 mg pro Kilogramm.) Eine Schidigung der Herztatigkeit 
trete erst nach 1 mg pro Kilogramm Ko6rpergewicht klar hervor. 
Dagegen sah er auch ohne Herzschidigung Pulsverlangsamung 
bei langere Zeit aufbewahrten Lésungen, die muskarinartige 
Zersetzungsprodukte des Cholins enthalten sollen. Uber die 
Wirkung des Atropins besteht dagegen auch fiir Modrakowski 
kein Zweifel; die Blutdrucksenkung durch Cholinpraparate fehlt 
jetzt oder der Druck steigt. So sei z. B. auch dem von Loh- 
mann aus der Nebenniere isolierten Cholin ein physiologisch 
héchst wirksamer Korper in so kleinen Mengen beigemengt. 
dal sie bei der chemischen Analyse nicht hervorgetreten waren, 
das sogenannte «Vasodilatin». 

Die Modrakowskische Ansicht ist von Boruttau!) 
unterstiitzt, von Lohmann?) energisch bestritten worden. 
Er sagt: 

«Um sicher zu sein, dab ich ganz reines Cholin hatte, 
stellte ich zuniichst das Platinat dar. Aus diesem wurde das 
Goldsalz gewonnen. Schmelzpunkt und Analysen ergaben genau 
zum Cholingoldchlorid stimmende Werte. Das Goldsalz wurde 
dann noch mehrere Male umkrystallisiert, Goldwerte und 
Schmelzpunkt blieben die gleichen. Aus dem Goldsalz wurde 
dann das krystallinische Platinat hergestellt, dessen Schmelz- 
punkt und Analysen wieder genau zum Cholinplatinchlorid 


', F. H. Boruttau, Blutdruckerniedrigende Verunreinigungen blut- 
drucksteigernder Substanzen, Deutsche physiol. Ges., 1909: Zentralbl. fii 
Phys., Bd. XXIII, S. 291. 1909. 

*) A. Lohmann, ebenda, S. 294. 
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«timmende Werte gaben. Das daraus gewonnene Chlorid zeigte 
blutdrucksenkende Wirkung. Bei diesem Versuch diirften 
Verunreinigungen sicher auszuschlieBen sein. » 

Bousquet und Pachon endlich behaupten,'!) Cholin habe 
auBber einer Wirkung auf das Herz eine gefaberweiternde und 
gefaBverengernde Wirkung. 

Die Frage steht also zurzeit so, dafi niemand zweifelt, 
dab nach Atropininjektion Cholin den Blutdruck gar nicht oder 
im Sinne einer Steigerung beeinflubt. Dagegen fragt es sich: 
Wirkt reines Cholin blutdrucksenkend oder nicht? 

Das von uns verwendete Cholinchlorhydrat wurde nach 
dem Verfahren von Martin Kriiger und Peter Bergell?) dar- 
gestellt. Zur Gewinnung des Trimethylamins bedienten wir 
uns der Methode von Albert Képpen.%) Die Reinheit des 
gewonnenen Cholins wurde durch die Darstellung und Analyse 
des Gold- und Platinsalzes festgestellt. Wir gingen dabei so 
vor, daB wir zunichst das bromwasserstoffsaure Cholin und 
ferner das salzsaure Cholin wiederholt umkrystallisierten und 
fiir unsere Versuche stets nur die ersten Krystallisationen be- 
niitzten, um jede Verunreinigung mit der Mutterlauge zu ver- 
meiden. Wir arbeiteten absichtlich mit groBen Verlusten. 

0.1770 ¢ Platinsalz gaben 0,0558 g Pt = 31,52°% 0 Pt 


0,1800 » > > 0,0565 » » = 31,39°%o » 
0,3535 » > » O01115 >» > = 81,54% 
0.1120 » Goldsalz > 00,0496 » Au = 44,280 Au 
0.2312 » > >» 01020 » » == 44,12% 


Berechnet fiir (C;H,,NOC]),PtCl,: 31,64°%o Pt. 
» CsH,,NOCI- AuCl,: 44,28°/0 Au. 


Die gereinigten Platin- und Goldsalze zerlegten wir endlich 
ebenfalls in mehrere Fraktionen, um festzustellen, ob sich 
Unterschiede finden. So gereinigte Priiparate ergaben nach 


') H. Bousquet und V. Pachon, Comptes rendus, Soc. Biol., 
Bd. LXVI, S. 218, 1909. 

2) Martin Kriiger und Peter Bergell, Zur Synthese des Cholins, 
Berichte der Deutschen chem. Ges., Jg. XXXVI, 8. 2901, 1903. 

>) Albert Kiéppen, Uber die Darstellung von Trimethylamin durch 
Methylierung von Ammoniak mit Hilfe von Formaldehyd, Berichte der 
Deutschen chem. Ges., Jg. XXXVIII, S. 882, 1905. 


29+ 
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Monaten, in geschlossenen Gefaifen aufbewahrt, keine An- 
deutungen von Zersetzung. 

Zum Vergleich diente ein von der Firma Merck bezogenes 
Priiparat. Es ist in der folgenden Tabelle mit M., das unsrige 
mit A. bezeichnet. Die Lésungen wurden ausnahmslos erst 
wiihrend des Versuchs, nachdem die vorbereitenden operativen 
Eingriffe am narkotisierten Tier gemacht waren, angefertigt. Das 
Cholinchlorhydrat befand sich in Mengen von héchstens 1 g in 
braunen Glasrdhrchen, die sofort nach Entnahme von 0,1 g 
wieder luftdicht verschlossen ins Dunkle gelegt wurden. Ange- 
brauchte Roéhrchen wurden im Laufe der naéchsten 8—10 Tage, 
nicht linger, benutzt. In der Tabelle sind bei dem einzelnen Tier 
die Injektionen (stets intravenOs in einen Seitenast der V. jugu- 
laris oder femoralis) in zeitlicher Reihenfolge nacheinander aufge- 
fiihrt. Die Gesamtanordnung ist nach steigenden Dosen gemacht. 

Die Zahlen beweisen, daf in der tiberwiegenden Mehrzahl 
die Injektion von 1,5—30 mg pro Kilogramm eine Senkung 
des Druckes hervorrief. Wenn eine Steigerung auftrat, wie in 
Fall 5 und 2, so waren immer Unruhe des Tieres oder fibrillare 
Muskelzuckungen in tiefer Narkose daran schuld. Bei Cholin 
tritt namlich ebenso wie bei Physostigmin, mit dem es in vieler 
Beziehung grofe Ahnlichkeit hat, die noch a. a. O. eingehender 
zu behandeln ist, wahrscheinlich eine Erregbarkeitssteigerung 
des Muskels ein. Horten die Zuckungen auf, so sank auch 
der Druck. Pulsverlangsamung war nur bei Katzen und Hunden 
bei natiirlicher Atmung zu beobachten. Sobald_ kiinstliche 
Atmung auch bei anscheinend noch guter nattirlicher Durch- 
liiftung des Tieres eingeleitet wurde, fehlte die Verlangsamung. 
Sie ist also nach den von uns benutzten Dosen bei Katzen 
und Hunden eine Folge dyspnoischer Vagusreizung. Anders 
bei den Kaninchen. Bei ihnen trat sie nach den hohen Dosen 
auch bei kiinstlicher Atmung zusammen mit andern Zeichen 
von Herzschidigung (Irregularitat) ein. 

Atropin hob auch in unsern Versuchen die durch Cholin 
bewirkte Drucksenkung auf oder kehrte sie in eine Steigerung 
um. Nur einmal erhielten wir auch ohne Atropin nach kleinen 
Dosen Cholin eine Steigerung. 
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Fortsetzung. 
— aT a eT a 
Lfd. Nr, | Cholin- [Bezeich- Blutdruck Mittlerer 
des chlor- | nung in mm Hg Blutdruck 
Ver- | hydrat] des Rati a in mm Hg Bemerkungen 
suchs  [Dos.p.kg] Prapa- | Injektion | Injektion | vor| nach 
Tierart mg rates [Min Max. Min, Max.| Injektion Narkose 
I 17,0 | , 105 140 70 115]122 92 | Urethan, | Natiirliche 
Katze a)] 15,0 102 135 78 120]118 99 Ather = Atmung 
U. | 25,0 |, |100 1359118 150]117184 | Urethan | Natiirliche 
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‘) Zuerst Senkung auf 95 mm. 
» , wahrend Steigerung des Drucks: Zuckungen 
Dann Blutdruck 65 mm. 
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> 105 


in den Riickenmuskeln. 


‘) Pulsverlangsamung, Muskelzittern. 
‘) Keine Pulsverlangsamung. Blutdruck auf 90, kurze Zeit, Muskelzittern. 
°) Pulszahl von 162 auf 54. 

*“) Kurzer Herzstillstand, Irregularitiat. 
‘Dann 100 & 135, im Mittel 117, bei Muskelzuckungen. 
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Hund Nr. VII hatte 20 Minuten zuvor a. a. G. nach partieller Zer- 
stjrung des Riickenmarks kurz unterhalb der Medulla bei kiinstlicher 
Atmung ohne Narkose 1 mg Yohimbin bekommen. Er zeigte nun nach 





Blutdruck in mm Hg 
Dosis pro Kilogram mg sofort nach | 1 Min. nach 
vorher me 
Injektion 
Cholinchlorhydrat A. . . | f 125 | 115 166 
> ae 7 128 110 152 
> | aa 11 123 115 196 





Es hatten also beide Priaparate starke Blutdrucksteigerung 
hervorgerufen. Daf aber keine dem Cholin anhaftende V erunreini- 
gung daran schuld war, geht daraus hervor, dai das Cholin- 
chlorhydrat M. in den an den folgenden Tagen ausgefiihrten 
Versuchen weder bei Hunden noch bei Katzen, weder vor noch 
nach partieller oder totaler Riickenmarkszerstérung unter der 
Medulla in den gleichen oder héheren Dosen etwas anderes, 
als nach deutlicher Senkung minimale Steigerung oder reine 
blutdrucksenkung mit Riickkehr zur Norm hervorrief. 


Beispiel: Katze Nr. IX. 


Alkohol, Chloroform, Ather. Kiinstl. Atmung. Vagotomie. 











Cholinchlorhydrat M. Blutdruck in mm Hg 
‘ mg | sofort nach | 1 Min. nach 
Dosen pro Kilogramm vorher eo 
| | Injektion 
15 | 92 | 137 
| | 1 70 50 75 
Riickenmark z. T. zerstért? | 1 78 | 60 82 
[ 86 BH 80 
t 4 62. | 47 | 68 
Ruckenmark durchtrennt f | : 
\} 1 ye 61 
Hund Nr. X. Riickenmark zw. 1.—2. Halswirbel total zerstirt. Vagotomie. 
Cholinchlorhydrat M. . .| 1 60 | 48 | 59 
| i 
; > . .| 0,68 80 | 638 80 
> > . «| 0,68 80 | 683 80 
> eal 68 | 56 | 68 
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Unsere Versuche zeigen also, daf, wenn Cholin Blutdruck- 
steigerung hervorrief, diese entweder bei schwacher Narkose 
durch reflektorische oder vom Riickenmark ausgeldste oder 
fibrillare Zuckungen der quergestreiften Muskeln oder in tiefer 
Narkose oder nach Halsmarkdurchtrennung durch reflektorisch 
ausgeloste Gefa®kontraktionen zu erkléren ist, d. h. durch 
akzessorische Momente. 

Die typische Cholinwirkung ist die Blutdruck- 
senkung. 

Man wird auch fernerhin, wenn man eine drucksenkende 
Substanz in Organextrakten oder dahnlichem findet, bei der nach 
Atropin Drucksteigerung erfolgt, an Cholin denken diirfen. Doch 
darf man sich nicht verhehlen, dab die physiologische Priifung 
allein sehr wenig beweist, da es viele chemisch nicht identische, 
sogar nicht einmal immer verwandte Koérper mit sehr ahnlicher 
vasomotorischer Wirkung gibt. Die physiologische Probe kann 
nur in Ausnahmefillen, wie etwa bei Suprarenin, als alleiniger 
Nachweis geniigen. Mit chemischen Nachweisen zusammen 
dagegen ist sie wohl zu verwerten. 

Nachdem man in der letzten Zeit Cholin aus verschie- 
denen driisigen Organen, z. B. aus der Nebenniere hat extra- 
hieren kénnen,!) hat man weiter zurzeit vielfach die Frage dis- 
kutiert, inwieweit das von der Nebenniere produzierte Supra- 
renin den Blutdruck reguliert, d. h. einen mittleren Tonus der 
GefiBmuskulatur aufrecht erhélt. Es lag die Vermutung nahe, 
das Cholin gleichsam als Gegengift gegen zu starke Suprarenin- 
produktion im Kérper anzusehen. Schon Lohmann hat darauf- 
hin eingehende Versuche tiber die «antagonistische» Wirkung 
von Cholin und Suprarenin auf den Blutdruck, das Herz, den 
Darm und die Speichelsekretion mitgeteilt. Es war von Inter- 
esse, diese Tatsachen mit unseren gereinigten Stoffen noch- 
mals zu priifen und noch an anderen Objekten zu_studieren. 
Wir konnten die Lohmannschen Beobachtungen fiir die Blut- 
druck- und Driisenwirkung durchaus bestiitigen. Bei uns erzeugte 
eine Mischung von 1 mg Cholin und 0,001 mg |-Suprareninum syn- 
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theticum noch eine reine Blutdrucksenkung, wahrend 1 mg Cholin 
und 0,01 mg |-Suprarenin (die Dosen verstehen sich pro Kilogramm 
Tier) zunachst einen ganz kurzen Anstieg, dann einen kurzen 
Fall und endlich eine linger dauernde Steigerung des Blut- 
drucks hervorbrachte. Es wirkte also etwa die 500fach kleinere 
Menge Suprarenin gerade aufhebend. Weiter fragte es sich, 
wie an Suprarenin gewohnte Tiere sich gegen Cholin verhalten, 
ob etwa bei ihnen eine geringere Cholin-Blutdrucksenkung 
hervortritt. Kin dahingehender Versuch an einem Hunde (Ver- 
such 11) zeigte, dafi dies nicht der Fall ist, die Senkung trat 
in der tiblichen Stiirke ein. Auch wenn bei einem Tier zuvor 
mehrfach Suprarenin-Injektionen gemacht waren, sah man nach 
Abklingen des Suprarenineffekts keine Anderung in der Cholin- 
wirkung. 

Der Antagonismus zwischen Cholin und Suprarenin ist 
ferner in sehr schdner Weise am _ isolierten Katzenuterus 
und Diinndarm zu verfolgen: Cholin bewirkt bei beiden eine 
Zunahme des Tonus mit Zunahme der rythmischen Kontrak- 
tionen, Suprarenin einen Tonusfall mit Abnahme der Kontrak- 
tionen. Beide Stoffe zeigen auch nacheinander angewendet diese 
Wirkung und beeinflussen sich gegenseitig garnicht. Ebenso 
ist das bild an der exstirpierten Katzeniris, hier wirkt Cholin 
in 1°/oiger LOsung stark myotisch. Die Verengerung wird durch 
Suprarenin aufgehoben und die erweiterte Pupille durch Cholin 
dann wieder verengert. Dieses Gegenspiel kann man eine Zeit 
lang fortsetzen, bis schlieBlich die Pupille triger und triager 
reagiert. 

Was aber die Frage nach einer im Organismus statt- 
findenden Gegenwirkung von Cholin und Suprarenin betrifft, 
so muff doch wohl bedacht werden, dafh Cholin erst in Ver- 
diinnungen von 1 auf 100 deutlich wirkt, daB also ganz auber- 
ordentlich hohe Mengen Cholin normalerweise im blut vor- 
handen sein miif{ten, wenn die Wirkung des von der Neben- 
niere abgesonderten Suprarenins beeinfluBt werden soll. Da beim 
Suprarenin schon Verdiinnungen von 1: 1000000 und weniger 
den Blutdruck beeinflussen (auch bei der Katzeniris wirkt 1 auf 
100000 schon nach weniger als 1 Minute maximal), ist hier 
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die Moéglichkeit nicht ausgeschlossen, dag in der Tat wirk- 
same Mengen fort und fort von der Nebenniere ins Blut ab- 
gegeben werden. Fiir das Cholin ist das aber unseres Erach- 
tens zum mindesten héchst unwahrscheinlich. So groBe Cholin- 
mengen sind normalerweise noch nie im Blut gefunden wor- 
den; vielmehr entsteht Cholin héchst wahrscheinlieh nicht als 
Produkt einer spezifischen Sekretion, sondern erst beim Ab- 
und Umbau von Substanzen, an deren Aufbau es _ teilnimmt. 

Die Frage nach der Wirkung des Cholins hat daher, wie 
wir glauben, ausschlieblich rein chemisch-physiologisches und 
pharmakologisches Interesse, wéhrend sie fiir die experimen- 
telle Pathologie des Kreislaufs kaum von Bedeutung sein diirfte. 











Studien iber die Proteinbildung in reifenden Pflanzensamen. 
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(Aus dem agrikulturchemischen Laboratorium des Polytechnikums in Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 21. Marz 1910.) 






Wahrend wir tiber die chemischen Vorgange, die beim 
Abbau der Proteine in den Pflanzen nacheinander sich «ab- 
spielen, schon weitgehende Kenntnisse besitzen,!) ist dagegen 
der Verlauf der in den Pflanzen sich vollziehenden Protein- 
synthese noch unaufgeklirt. Zwar steht fest, dafi der in den 
Proteinmolekiilen sich vorfindende Stickstoff in letzter Lainie 
entweder den in die Wurzeln der Pflanzen eingetretenen Am- 
moniaksalzen und Nitraten oder, falls Mikroben mitwirken, 
der Atmosphire entstammt; auch wissen wir, dafi nach den 
Orten, an denen in den Pflanzen Proteine in reichlicher Menge 
sich bilden, haufig organische Stickstoffverbindungen (Amide) 
hinflieBen, deren Verwendung zur Bildung von Proteinen nicht 
zu bezweifeln ist. Wie aber bei Verwendung dieser oder an- 
derer Materialien die Synthese der Proteine sich vollzieht, 
wissen wir zurzeit nicht. Auch ist nicht zu erwarten, dal 
es bald méglich sein wird, diese Frage zu beantworten. Denn 
die ihrer experimentellen Erforschung entgegenstehenden Schwie- 
rigkeiten sind ohne Zweifel auf erordentlich gro}. Um zum 
Ziele zu gelangen, wird man voraussichtlich die beim Studium 
der Konstitution der Proteine erhaltenen Resultate mit den an 


















') Zur Begriindung dieses Ausspruchs verweisen wir auf die Ab- 
handlungen von E. Schu!ze «Uber den Abbau und den Aufbau organi- 
scher Stickstoffverbindungen in den Pflanzen» (Landw. Jahrbiicher, 
Bd. XXXV, S. 621—666) und von F. Ehrlich, «Uber die chemischen 
Vorginge des pflanzlichen Eiweifstoffwechsels und ihre Bedeutung fiir die 
alkoholische Garung und andere pflanzenphysiologische Prozesse» (ibidem 
1909, Erginzungsband V, S. 289—327). 
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Pflanzen gemachten Beobachtungen kombinieren miissen; es 
wird aber wohl noch einer Erweiterung unserer Kenntnisse in 
der einen wie in der anderen Richtung bediirfen, um die obige 
Frage der Losung nahe bringen zu konnen. 

Kei dieser Sachlage wird man es als eine der nachst- 
liegenden Aufgaben betrachten miissen, durch Versuche an 
Pflanzen das beziigliche Beobachtungsmaterial zu vergréfern. 
Man wird, im Hinblick auf die auferordentlich groBbe Bedeu- 
tung, die der in den Pflanzen sich vollziehenden Proteinsyn- 
these im Haushalte der Natur zukommt, wohl behaupten diirfen, 
dah jeder, auch der kleinste Fortschritt, den wir auf diesem 
Gebiete machen, fiir wertvoll zu erkliren ist. 

Fiir Untersuchungen, deren Zweck die Erforschung der 
Proteinbildung ist, hat man stets reifende Pflanzensamen als 
ginstige Objekte angesehen. Denn die Samen gehodren zu den 
proteinreichsten Teilen der Pflanzen und man kann leicht durch 
quantitative Bestimmungen feststellen, dafi ihr Proteingehalt 
withrend des Reifens eine rasche Zunahme erféihrt, in den 
reifenden Samen findet also die Synthese von Proteinen in 
starkem Mabe statt. Als stickstoffhaltiges Material fiir diese 
Synthese dienen nach den von A. Emmerling?) an Vicia faba 
angestellten Versuchen lésliche organische Stickstoffverbindungen 
(Amide), die hauptséchlich in den Bléttern entstehen und den 
reifenden Samen zugeleitet werden, eine Annahme, die auch 
durch die Arbeiten anderer Forscher eine Stiitze erhalten hat.?) 
Zu diesen Verbindungen gehéren nach Emmerlings Beobach- 


') Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. XXXIV, 58. 1, Bd. LIV,S. 215. 

2) Wir verweisen auf die in der oben zitierten Abhandlung E.Schulzes 
auf S. 658 ff. dariiber gemachten Angaben. Fiir die Annahme, daf in den 
reifenden Pflanzensamen Proteine auf Kosten nichtproteinartiger orga- 
nischer Stickstoffverbindungen sich bilden, hat eine von Zaleski(Berichte 
der D. Botan. Gesellsch., 1905, Bd. XXIII, S. 126) ausgefiihrte Untersuchung 
eine starke Stiitze geliefert. Der genannte Forscher halbierte unreife 
Samen von Pisum sativum und analysierte die eine Halfte sofort, die 
andere erst nach 3tagiger Abfbewahrung unter einer Glasglocke in feuchter 
Luft, Es zeigte sich, dafs wihrend der Aufbewahrung in den Samen eine 
Zunahme des Proteins, eine Abnahme der iibrigen Stickstoffverbindungen 


erfolgt war. 
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tungen neben Aminosiuren auch Amide, die gleich dem As- 
paragin und Glutamin durch heife verdiinnte Sauren unter 
Ammoniakabspaltung zersetzt werden. Welche einzelnen Glieder 
dieser Stoffgruppen vorhanden waren, ist von Emmerling 
nicht untersucht worden. Einen Beitrag zur Beantwortung dieser 
Frage lieferte spiter N. Wassilieff!) durch Versuche, fiir 
welche verschiedene Leguminosen (Lupinus albus, Lupinus lu- 
teus, Lupinus angustifolius und Rubinia pseudacacia) als Ob- 
jekte dienten. In den unreifen Samen dieser Leguminosen fand 
Wassilieff Asparagin, Arginin, Histidin und Phenylalanin; 
wahrscheinlich war auch Aminovalerianséure (Valin) vorhan- 
den. Durch eine zweite, erst vor kurzem publizierte Unter- 
suchung?) hat Wassilieff zwar unsere Kenntnisse iiber die 
Qualitat der in unreifen Samen sich vorfindenden Stickstoff- 
verbindungen nicht wesentlich erweitert, aber er hat doch 
einige Beobachtungen gemacht, die hier Interesse beanspruchen 
kénnen. Er zeigte u. a., daB die Samenhiilsen Stickstoffverbin- 
dungen an die reifenden Samen abgeben und demnach als 
Reservestoffbehalter dienen;*) ferner wies er nach, da’ beim 
Aufbewahren der unreifen von der Pflanze abgetrennten Friichte 
von Lupinus albus das in letzteren enthaltene Asparagin auf 
Kosten anderer Stickstoffverbindungen eine Zunahme erfahrt. 
Daf dies so sein wiirde, lief sich von vornherein erwarten, 
denn es ist von friiher her bekannt, daf in jungen griinen 
Pflanzenteilen Asparagin sich bildet, wenn man dieselben unter 
geeigneten Bedingungen aufbewahrt. *) 

Einige im Jahre 1905 von uns ausgefiihrte Versuche, fiir 
welche Pisum sativum, und zwar die als «Zuckererbse» be- 


') Journal fiir experimentelle Landwirtschaft (russisch), 1904, 5. 34. 

*) Berichte der Deutschen botanischen Gesellschaft, Jahrgang 1908. 

°) Wassilieff bewahrte die vom Stamme abgetrennten Friichte unter 
solchen Bedingungen auf, dafs sie nicht austrocknen konnten. Nach Ver- 
lauf von einigen Tagen hatte die in den Hiilsen enthaltene absolute Stick- 
stoffmenge sich verringert, freilich nur um einen geringen Betrag. Gleich- 
zeitig hatte die Proteinmenge in den Hiilsen abgenommen; es hatte also 
Zerfall von Proteinstoffen stattgefunden. 

4) Wir verweisen auf die Abhandlung von E. Schulze und E. Boss- 
hard, Diese Zeitschrift, Bd. IX, 8. 420. 
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zeichnete Varietat, als Objekt diente, lieferten Resultate, die 
zur Bestitigung der schon damals vorliegenden Angaben 
Wassilieffs dienen konnten. Wir vermochten sowohl aus 
den unreifen Samen, wie aus den Samenhiilsen der genannten 
Leguminose Asparagin und Arginin darzustellen. Zu be- 
merken ist, dal die Ausbeute an Arginin bei den Samen- 
koérnern viel gréfer war als bei den Hiilsen. Dieser Befund 
ist in einer friiher publizierten Abhandlung') kurz erw4&hnt 
worden; eine ausfiihrliche Mitteilung iiber denselben ist aber 
bis jetzt nicht erfolgt. Der Grund dafiir liegt zum Teil darin, 
daf} wir das von uns damals verwendete, dem Handel ent- 
nommene Material nicht als ganz einwurfsfrei betrachten konnten. 
Denn es ist mdglich, dafi dieses Material, ehe es in unsere 
Hiinde gelangte, vom Handler einige Tage aufbewahrt worden 
war; wihrend dieser Zeit kann aber, wie aus den oben ge- 
machten Angaben hervorgeht, die Bildung von Asparagin auf 
Kosten anderer Stickstoffverbindungen erfolgt sein. Schon 
damals war es unsere Absicht, die Versuche mit ganz frischem 
Material zu wiederholen; dies ist aber erst im Jahre 1909 
geschehen. Wir haben uns aber, wie aus den spater folgenden 
Angaben zu ersehen ist, nicht auf eine Wiederholung der friher 
ausgefiihrten Versuche beschrankt, sondern auch noch einige 
andere, auf die Proteinbildung sich beziehende Fragen der 
('ntersuchung unterworfen. 

Im Jahre 1905 untersuchten wir auch milchreife Weizen- 
korner. Auch diese Untersuchung, deren Ergebnisse bisher 
ebenfalls nicht ausfiihrlich publiziert worden sind, haben wir 
jetzt wiederholt. Die dabei erhaltenen Resultate teilen wir im 
zweiten Abschnitt dieser Abhandlung mit. 

Das Untersuchungsmaterial (Erbsen und Weizenkérner) 
wurde uns in vortrefflicher Qualitét von der landwirtschaft- 
lichen Schule Strickhof bei Ziirich geliefert, wofiir wir der 
Direktion dieser Schule hier unseren besten Dank aussprechen. 

Zu erwihnen ist noch, dafB an der Ausftihrung der im 
folgenden mitgeteilten analytischen Bestimmungen Herr C.Reuter 
sich beteiligt hat, wofiir wir demselben zu Dank verpflichtet sind. 


') Landwirtschaftl. Jahrbiicher. Bd. XXXY. S. 656. 
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I. Untersuchung der Friichte von Pisum sativum L. in verschiedenen 
Entwicklungsstadien. 


Die Friichte von Pisum sativum wurden in verschiedenen 
Kntwicklungsstadien von uns untersucht. Nachdem sie friih 
morgens von den Pflanzen abgetrennt worden waren, wurden 
sie sofort in das Laboratorium gebracht und in Samenkorner 
und Hiilsen zerlegt. .Jeden dieser beiden Teile extrahierten 
wir, nachdem er mdglichst fein zerkleinert worden war, mil 
Wasser. Fiir die SamenkOrner verwendeten wir wegen ihres 
bedeutenden Starkemehlgehalts Wasser von ca. 55° C., fiir 
die Hiilsen dagegen Wasser, dessen Temperatur dem Siede- 
punkt néher lag. Nach Verlauf einiger Stunden wurden die 
Kxtrakte abjiltriert und mit den beim Abpressen der Filter- 
riickstande erhaltenen Fliissigkeiten vereinigt: diese Extrakte 
versetzten wir dann iit Bleiessig in schwachem Uberschub. 
Die beschriebenen Operationen wurden im Verlaufe eines Tages 
vollendet. Wie die Extrakte weiter behandelt wurden, ist aus 
den spéter folgenden Mitteilungen zu ersehen. 

Fiir die quantitative Analyse verwendeten wir Proben 
der Samenkérner und der Htilsen, welche unmittelbar nach 
ihrer Trennung in absoluten Alkohol geworfen worden waren. 
Nach ca. 14 Tagen wurde der Alkohol abgegossen und durch 
frischen ersetzt. Nachdem auch letzterer abgegossen worden 
war, trockneten wir die Samen und die Hiilsen bei 35-— 40° C.,, 
was sehr leicht vonstatten ging. bei Ausfiihrung der quan- 
titativen Bestimmungen wurden den abgewogenen Quantititen 
der getrockneten Samen und Hiilsen die entsprechenden Anteile 
der alkoholischen Losungen zugefiigt. 

Die im «ersten Entwicklungsstadium» betindlichen Schoten 
enthielten stets neben sehr kleinen auch bedeutend grofere 
Samenkorner. Um den Grdfenunterschied zu kennzeichnen, 
tellen wir mit, dais 100 Stiick der kleineren Korner durch- 
schnittlich 9,0 g wogen, 100 Stick der gréberen Korner dagegen 
durchschnittlich fast 21g. Wir haben daher fiir die quanti- 
tative Analyse sowohl von den kleineren wie von den gréferen 
KOrnern eine Durchschnittsprobe verwendet. Zur qualitativen 
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Untersuchung diente dagegen ein Gemenge der kleinen und 
der groferen Korner. Die diesem Entwicklungsstadium ange- 
hérenden Friichte wurden Mitte Juli geerntet. Bei den im 
zweiten Entwicklungsstadium sich befindenden Friichten, die in 
der zweiten Hialfte des Monats Juli geerntet wurden, zeigte sich 
in der Gréfie der Samenkorner nur eine geringe Verschiedenheit: 
100 Stiick dieser Samen wogen durchschnittlich 74 g. 

Die ausgereiften Friichte wurden in der zweiten Hialfte 
des Monats August geerntet. Wir liefen sie nach der Ab- 
trennung von den Pflanzen noch einige Wochen lang an einem 
trocknen Orte liegen: dann wurden die Samen von den Hiilsen 
getrennt. Eine Aufbewahrung der fiir die quantitative Analyse 
bestimmten K6érner und Hiilsen unter Alkohol war selbstver- 
stindlich in diesem Falle unnotig. 


A. Vergleichung der in den Samenkornern ungleichen 
Alters auf Proteine und nichtproteinartige Verbin- 
dungen fallenden Stickstoffmengen. 


Durch Bestimmung der in den unreifen und in den reifen 
Samenkoérnern auf Proteine und auf nichtproteinartige Ver- 
bindungen fallenden Stickstoffmengen kann man AufschluB tiber 
das Fortschreiten der Proteinbildung in den reifenden Samen 
erhalten. Doch geniigt es nicht, zu diesem Zwecke die Resultate 
dieser Bestimmungen in Prozenten der Samentrockensubstanz 
anzugeben, man muB auch feststellen, wieviel Gramm Stick- 
stoff in der gleichen Anzahl reifer und unreifer Samen den 
genannten beiden Stoffgruppen angehoren. 

In einer in unserem Laboratorium ausgefiihrten Unter- 
suchung reifender Samen von Phaseolus vulgaris in drei Ent- 
wicklungsstadien erhielt U. Pfenninger') ftir den Prozent- 
gehalt der Samentrockensubstanz an «Proteinstickstoff» und 
«Nichtproteinstickstoff»?) folgende Zahlen: 


') Berichte der D. botanischen Gesellsch., 1909, Bd. XXVII, Heft V 
(Vorlaufige Mitteilung). 

*) Ks mége uns gestattet sein, der Kiirze halber hier diese Aus- 
driicke, die auch in anderen Abhandlungen zu finden sind, zu gebrauchen. 
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N im Protein _N im Nichtprotein 





%/o | 0 0 
Erstes Stadium .... 3,59 1,41 
Zweites : eee 3.37 0.55 
Dritttes > (Reife) . tO] 0,22 


Wahrend des Reifens verschob sich also das Verhiltnis 
zwischen «Proteinstickstoff» und «Nichtproteinstickstoff> zu- 
gunsten des ersteren. In den unreifen Samen fielen im ersten 
Entwicklungsstadium nur 71,80°/o des Gesamtstickstoffs auf 
Proteine, in den reifen Samen dagegen 94,80°/o. 

Bei Berechnung der in 100 Stiick Samen enthaltenen 
Stickstoffmengen erhielt U. Pfenninger (loc. cit.) aber folgende 
Zahlen: 








N im Protein N im Nichtprotein 
* | “ 
Erstes Stadium .... 0.0204 0,0080 
Zweites : eka 0),2858 0,0467 
Drittes > (Reife) . 1,804 0.0989 


Aus diesen Zahlen ist zu ersehen, dal wiihrend des 
Reifens die Proteinmenge in den Samen sehr stark zugenommen 
hatte, dafi aber die reifen Samen nicht weniger, sondern sogar 
mehr «Nichtproteinstickstoff» enthielten als die unreifen Samen. 

Im Sommer d. J. wiederholte U. Pfenninger seine Ver- 
suche; doch analysierte er die unreifen Samen von Phaseolus 
vulgaris nur in einem Entwicklungsstadium. Letzteres lag 
zwischen den beiden Stadien, in denen er friiher die unreifen 
Samen untersucht hatte. Von den dabei erhaltenen, bisher 
noch nicht publizierten Resultaten teilen wir hier nur die Zahlen 
mit, die sich fiir den Gehalt von 100 Stiick Samen an Protein- 
stickstoff und Nichtproteinstickstoff berechnen. 








N im Protein  N im Nichtprotein 
g g 
Unreife Samen ... . . 0.1347 | 0,0156 
Reife Pe een 1,5128 | 0,0235 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 30 
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Wie man sieht, stimmte das in diesen Versuchen er- 
haltene Resultat vollstandig mit demjenigen tiberein, zu welchem 
Pfenninger friiher gelangt war; 100 Stiick Samen enthielten 
nach vOlligem Ausreifen eine etwas gréfere Quantitiit von 
Nichtproteinstickstoff> als in unreifem Zustande. Auch in 
diesem Falle hatte die Proteinmenge wiihrend des Ausreifens 
der Samen eine sehr starke Steigerung erfahren. Doch ent- 
hielten 100 Stiick der reifen Samen weniger «Proteinstickstoff> , 
als in den friiher von Pfenninger untersuchten Samen solcher 
Art gefunden worden war. Der Grund dafir liegt hdchst- 
wahrscheinlich in der ungiinstigen Witterung, die im Sommer 1909 
lange Zeit hindurch herrschte. 

Die in diesen Versuchen erhaltenen Resultate mtissen zu 
der Vorstellung fiihren, dafi bei Phaseolus vulgaris die aus 
den anderen Pflanzenteilen den reifenden Samenk6érnern zu- 
gefiihrten nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen sehr schnell! 
zur Proteinsynthese verwendet werden und daf es infolge davon 
zu einer Anhiiufung solcher Verbindungen in den reifenden 
Samen gar nicht kommt. 

Nicht ganz das gleiche Resultat ergab sich fiir die Samen 
von Pisum sativum. Diese Samen wurden, wie oben schon 
angegeben worden ist, in drei Entwicklungsstadien von uns 
untersucht. In den Schoten, die dem ersten Entwicklungs- 
stadium angehérten, fanden sich neben grédferen stets auch 
noch sehr kleine Samenk6rner vor, wie oben gleichfalls schon 
erwihnt worden ist: die fiir die Analyse benutzten Durch- 
schnittsproben dieser Samenkérner sind im folgenden mit [a 
und Ib bezeichnet worden. Wir teilen nun zunachst die Zahlen 
mit, die fiir den Prozentgehalt der Samen an Gesamtstickstofll. 
Proteinstickstoff und Nichtproteinstickstoff gefunden wurden.) 

‘) Zur Bestimmung der auf Protein fallenden Stickstoffmenge be- 
nutzten wir das Siutzersche Verfahren, welches bei Untersuchungen 
solcher Art fast immer verwendet worden ist. Wir halten die auf diesem 
Wege gewonnenen Resultate nicht fiir fehlerfrei (eine scharfe Trennung 
des Proteins von den nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen diirfte 
iiberhaupt wohl sehr schwierig sein), aber man wird doch annehmen 


kénnen, dafs diese Resultate untereinander vergleichbar sind. Die dem 
<Nichtprotein» angehdrende Stickstoffmenge wurde durch Subtraktion des 
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Die Samentrockensubstanz enthielt 
Stickstoff im Stickstoff im Stickstoff 
Protein Nichtprotein insgesamt 
%/0 aT vio 
: = | ree | " 
stadium la\...., 2,68 2,36 5.04 
stadium [b. . . . 2.12 2.51 4.63 
Stadium I]. .... 3,35 1,04 4,39 
Stadium IIl (Reife) . +40 0.39 79 





In den im ersten Entwicklungsstadium geernteten, noch 
recht kleinen Samenkornern fiel also mehr als die Hialfte des 
Gesamtstickstoffs auf nichtproteinartige Verbindungen, wihrend 
der diesen Verbindungen angehérende Teil des Gesamtstick- 
stoffs in den Samen des zweiten Entwicklungsstadiums nur 
noch 23--24°/» betrug; in den ausgereiften Samen war dieser 
Betrag auf ca. 8°/o des Gesamtstickstofis heruntergegangen. 

Aus den vorstehenden und aus den fiir das Trocken- 
gewicht von je 100 Stiick Samen gefundenen Zahlen leiten 
sich die folgenden Werte ab: 














100 Stiick Samen enthielten 
Stickstoff im Stickstoff im Stickstoff 
Protein Nichtprotein | —insgesamt 
2 | 8 7 
Stadium Ia)... . 00398 0.0848 0,0746 
Stadium Ib)... . 0.0866 0,1024. 0,1890 
stadmam HB. . 1. « - 0,610 0,195 0,805 
Stadium III (Reife) . 1,505 0,096 1,601 


Die Zahlen der vorstehenden Tabelle zeigen, dab in den 
Samen die auf nichtproteinartige Stickstoffverbindungen fallende 
absolute Stickstoffmenge vom ersten bis zum zweiten Entwick- 
lungsstadium zunahm, spater aber sich verringerte. Im zweiten 
Entwicklungsstadium liei sich also eine, allerdings nicht be- 
deutende Anhaufung solcher Stickstoffverbindungen nachweisen, 
was bei den Samen von Phaseolus vulgaris nicht in gleicher 


Proteinstickstoffs vom Gesamtstickstoff gefunden. Alle Stickstoffbestim- 
inungen wurden nach dem Kjeldahlschen Verfahren ausgefiihrt. 
30* 
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Weise der Fall war. Trotzdem wird man im Hinblick auf das 
starke Anwachsen der Proteinmenge wihrend des Reifens der 
Samen behaupten diirfen, dafi auch bei Pisum sativum die den 
Samen aus den andern Pflanzenteilen zufliefBenden nichtprotein- 
artigen Stickstoffverbindungen rasch zur Proteinsynthese ver- 
wendet wurden. Auch ist noch darauf aufmerksam zu machen, 
dafi die wiihrend des zweiten Entwicklungsstadiums eingetretene 
Anhiiufung von «Nichtproteinstickstoff» zum groBen Teil in 
Form von Arginin erfolgte’) und vielleicht nur darauf beruhte, 
daB diese Base aus irgend einem Grunde der Verwendung zur 
Proteinsynthese entging.?) 

Die aus den vorstehenden Angaben sich ableitende Schluli- 
folgerung, dafi in den reifenden Samen die nichtproteinartigen 
Stickstoffverbindungen, soweit sie iiberhaupt zur Proteinsynthese 
sich eignen, rasch fiir diesen Zweck verwendet werden, scheint 
auch fiir die Samen des Weizens (Triticum vulgare) volle 
Geltung zu haben (wir verweisen auf die im Abschnitt II dieser 
Abhandlung dariiber gemachten Mitteilungen). 


Kk. Die nicht proteinartigen stickstoffhaltigen bestand- 
teile der Samenkorner und Samenhiilsen. 


Wie im vorigen Abschnitt dargelegt worden ist, muf das 
rasche Anwachsen der Proteinmenge in den reifenden Samen 
zu der Vorstellung fiihren, daf die den letzteren aus andern 
Pflanzenteilen zuflieBenden nichtproteinartigen Stickstoffverbin- 
dungen, soweit sie ein fiir die Proteinsynthese brauchbares 
Material sind, im allgemeinen eine schnelle Verwendung fiir 
diese Synthese finden. Daraus folgt aber noch nicht, daf die 
verschiedenen Verbindungen dieser Art gleich schnell diesem 
Zwecke dienen; es ist fiir méglich, ja sogar ftir wahrscheinlich 
zu erkliren, dafii manche dieser Stoffe rascher, andere lang- 


') Dies wird durch die weiter unten gemachten Angaben bewiesen. 
?) Auch die Anhaufung von Arginin in den Keimpflanzen von Lu- 
pinus luteus scheint man darauf zuriickfiihren zu miissen, dafs aus einem 
zurzeit noch unbekannten Grunde in diesen Keimpflanzen ein Abbau des 


Arginins nicht erfolgt. 
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samer fiir jene Synthese verwendet werden.!) Ist dies aber 
der Fall, so wird das Gemenge nichtproteinartiger Stickstoff- 
verbindungen, das man in den in irgend einem Entwicklungs- 
stadium geernteten unreifen Samenkoérnern neben Proteinen 
noch vorfindet, eine andere Zusammensetzung haben miissen, 
als das aus den andern Pflanzenteilen dem Samen zuflieBende 
(emenge solcher Verbindungen. Es ist klar, dafi durch diesen 
Umstand der Wert der Resultate verringert wird, die man bei 
Untersuchung der reifenden Samen auf Stoffe solcher Art erhiilt. 
Um festzustellen, welche nichtproteinartigen Stickstoffverbin- 
dungen in den reifenden Sumen fiir die Proteinsynthese ver- 
wendet werden, wird man in erster Linie die Zusammensetzung 
des den Samen aus andern Pflanzenteilen zuflieBenden Gemenges 
solcher Verbindungen zu _ beriicksichtigen haben. Selbstver- 
stiindlich aber kann es von Interesse sein, zum Vergleich die 
Resultate heranzuziehen, die man bei Untersuchung der stick- 
stoffhaltigen Bestandteile der unreifen und der reifen Samen- 
kOrner erhilt. 

Wie schon in der Einleitung erwahnt wurde, nimmt man 
an, daf die als Material fiir die Proteinsynthese dienenden Stick- 
stoffverbindungen vorzugsweise in den Blittern sich bilden. 
Zur Auffindung dieser Stoffe sind die Bliitter und Stengel griiner 
Pilanzen wegen ihrer komplizierten Zusammensetzung keine 
besonders gtinstigen Objekte. Unter diesen Umstiinden ist es 
von Wichtigkeit, dali bei den Papilionaceen die Samenhiilsen 
als Reservestoffbehalter dienen und an die reifenden Samen 
betriachtliche Quantitiiten stickstoffhaltiger Stoffe abgeben. Dies 
ist von U. Pfenninger in seiner oben schon erwihnten Unter- 
suchung, fiir welche Phaseolus vulgaris als Objekt diente, in 
iiberzeugender Weise gezeigt worden, nachdem kurz vorher 
schon N. Wassilieff?) aus Versuchen, die an Lupinus albus 
aungestellt wurden, die gieiche Schlubfolgerung gezogen hatte. 
Wir konnten leicht nachweisen, dafi auch bei Pisum sativum 
') Beim Aussprechen dieser Ansicht stiitzen wir uns auf die an 


Keimpflanzen gemachten Beobachtungen. 
2) Berichte der D. botanischen Gesellschaft, Bd. XXVI, 5S. 454 (1908) 
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die Samenhiilsen als Reservestoffbehilter dienen. Wir be- 
stimmten sowohl in unreifen wie in ausgereiften Hiilsen das 
Trockengewicht und den prozentigen Stickstoffgehalt. Aus den 
dabei erhaltenen Resultaten leiten sich folgende Zahlen ab: 














space 
100 Stiick Hiilsen von Pisum sativum enthielten 
Stickstoff im Stickstoff im | Stickstoff 
Protein Nichtprotein | — insgesamt 
g g | g 
Unreif (Stadium I) . 1,150 1,040 2,190 
eee ee 0,552 0,089 0.641 





Diese Zahlen beweisen, dali wihrend des Reifens die in 
den Hiilsen enthaltene absolute Stickstoftfmenge sich bedeutend 
verringert hatte; sie war bis auf ca. 30°/o der urspriinglich 
vorhandenen Quantitét gesunken. Da man nun, wie kaum ge- 
sagt zu werden braucht, nicht annehmen kann, dah wiahrend 
des Wachstums der Hiilsen eine Entwicklung von freiem Stick- 
stoff oder von fliichtigen Stickstoffverbindungen erfolgte, so 
fiihren die obigen Zahlen zu der Schluffolgerung, dah  stick- 
stoffhaltige Stoffe aus den Hiilsen in die reifenden Samenkoérner 
iibergingen. Dementsprechend verringerte sich auch der Ge- 
halt der Hiilsen an nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen 
wiihrend des Reifens in sehr starkem Mafe. Aber auch die 
in den Hiilsen enthaltene Proteinmenge erfuhr eine Abnahme. 
Letztere erfolgte offenbar in der Weise, dafi wahrend des 
teifens der Hiilsen ein Abbau des Proteins stattfand und dal 
die dabei entstandenen Produkte den reifenden Samenkérnern 
zuflossen. 

Die von uns an den Samenhiilsen von Pisum sativum ge- 
machten Beobachtungen liefern somit eine Bestiitigung der von 
Wassilieff (loc. cit) und von Pfenninger (loc. cit) ausgespro- 
chenen Schluffolgerung, daB bei den Leguminosen die Samen- 
hiilsen als Reservestoffbehalter dienen und daf aus ihnen stick- 
stoffhaltige Stoffe in die reifenden Samenkorner tibergehen. 
Pfenninger zeigte, dali das Gleiche auch fiir stickstofffreie 
Bestandteile der Samenhiilsen gilt. Auch bei Pisum sativum 
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dienten ohne Zweifel gewisse stickstofffreie Bestandteile der 
Samenhilsen als Reservematerial. 

Wir gehen nun zur Mitteilung der bei der qualitativen 
lintersuchung der Samenhiilsen und Samenkorner erhaltenen 
Resultate iiber. 









a) Samenhiilsen. 






Wie oben schon erwihnt worden ist, wurden die unreifen 
Kriichte von Pisum sativum in zwei verschiedenen, durch die 
ungleiche GroBe der Samenkorner charakterisierten Entwick- 
lungsstadien von uns geerntet. Es war zu erwarten, dal die 
diesen beiden Entwicklungstufen angehérenden Samenhiilsen 
in der Zusammensetzung nur wenig differierten. Denn die 
Zeitpunkte, in denen die Ernte der mit «Stadium I> und «Sta- 
dium II» bezeichneten Friichte erfolgte, lagen nur um zirka eine 
\Woche auseinander. Innerhalb dieser kurzen Zeit hatten unter 
dem EinfluB heiBen Wetters die vorher durch kiihle Witterung 
im Wachstum zuritickgehaltenen Samenkérner sehr rasch an 
Grobe und an Gewicht zugenommen; doch war ein Wachstum 
der Samenhiilsen nicht in gleichem Mafe eingetreten. Trotz- 
dem aber haben wir die jenen beiden Entwicklungsstadien an- 
gehorenden Hiilsen getrennt untersucht. 

Ungefahr 3 kg der im ersten Entwicklungsstadium ge- 
ernteten Hiilsen wurden zerkleinert und sodann mit heibem 
Wasser extrahiert. Der vom Riickstande getrennte Extrakt 
wurde nach dem Hinzufiigen der beim Auspressen dieses Riick- 
standes erhaltenen Fliissigkeit mit Bleiessig versetzt. Das 
Filtrat vom Bleiessigniederschlag teilten wir in zwei gleiche 
Teile. Der einen Halfte wurde Mercurinitrat zugefiigt, wobei 
ein sehr starker weifer Niederschlag entstand: die zweite Hilfte 
versetzten wir, nachdem sie mit Schwefelsdéure stark angesiiuert 
und sodann filtriert worden war, mit Phosphorwolframsiiure. 

Der Mercurinitratniederschlag wurde nach dem Auswaschen 
zwischen FlieSpapier abgepreft, dann mit Schwefelwasserstoff 
zerlegt. Das Filtrat vom Schwefelquecksilber wurde mit Am- 
moniak neutralisiert. hierauf in gelinder Warme zum diinnen 
Dieser Sirup lieferte nach dem Erkalten nur 


























Sirup eingeengt. 
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Krystalle von Asparagin. Letzteres wurde durch seine Reak- 
tionen und durch Bestimmung seines Krystallwassergehaltes 
identifiziert (wobei zwei, nach einander erhaltene Krystail- 
fraktionen verwendet wurden). Diese Bestimmungen lieferten 
folgende Resultate. 

I. 0,3150 g Substanz gaben 0,0370 g == 11,79°/o Wasser. 

Hl. 05550 > > > 0,0650 > = 11,8) , 

Nach der Theorie betragt der Krystallwassergehalt des Asparagins 12,09. 

Ferner wurde noch der Kupfergehalt der aus unserem 
Produkt dargestellten Kupferverbindung bestimmt; dabei ergab 
sich folgendes Resultat : 

(2214 ¢ Substanz gaben 0,0544 g CuO = 19,63%o Cu, 
Die Theorie verlangt 19,4°/o. 

ie von den Asparaginkrystallisationen abgegossene Mutter- 
lauge, in der das Vorhandensein von Arginin vermutet werden 
konnte, wurde mit Schwefelséure angesduert und hierauf mit 
Phosphorwolframséure versetzt, der dadurch erzeugte Nieder- 
schlag mit dem aus dem zweiten Teile des Extraktes (vgl. oben) 
erhaltenen vereinigt. 

Dem Filtrat vom Mercurinitratniederschlage fiigten wir 
noch etwas Mercurinitrat, hierauf Natronlauge bis zur schwach 
alkalischen Reaktion zu. Der dadurch erzeugte Niederschlag 
wurde mittels Schwefelwasserstoff zersetzt, die vom Schwefel- 
quecksilber abfiltrierte Lésung im Wasserbade zum Sirup ein- 
gedunstet. 

Diesen Sirup erhitzten wir mit absolutem Alkohol und 
fiigten dann etwas konzentrierte Ammoniakfliissigkeit zu, die 
dabei entstandene LOsung wurde vom sirupdsen Riickstande 
abgegossen und sodann eingedunstet: sie lieferte nun eine Aus- 
scheidung, welche nach dem Umkrystallisieren aus einem Ge- 
miseh von heifem Alkohol und Ammoniakfliissigkeit das Aus- 
sehen und das Verhalten von unreinem Leucin zeigte. Die 
Substanz war stickstoffhaltig. Nach mehrmaligem Umkrystal- 
lisieren aus Alkohol, welechem etwas Ammoniakfliissigkeit zu- 
gefiigt worden war, bildete sie weibe glanzende Krystallblattchen, 
die beim Erhitzen im Glasr6dhrehen vollstaéndig sublimierten und 
dabei den Geruch entwickelten, der bei gleicher Behandlung 
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des Leucins und des Valins auftritt. Da die wiisserige Lésung 
der Krystalle beim Erhitzen mit Kupferacetat sich zwar lazur- 
blau farbte, aber weder in der Wiarme noch nach dem Er- 
kalten eine Ausscheidung lieferte, so ist wahrscheinlich, dab 
nicht Leucin, sondern Valin vorlag; doch kann die Substanz 
auch ein Gemenge dieser beiden Aminosiiuren gewesen sein. 

Der in oben beschriebener Weise erhaltene Phosphor- 
wolframsaureniederschlag wurde mittels Baryumhydroxyd zer- 
setzt. Die dabei gewonnene, vom Ammoniak befreite Basen- 
losung neutralisierten wir mit Salpetersiiure, engten sie stark 
ein und fiigten dann Silbernitrat zu. Dabei entstand ein ziem- 
lich starker Niederschlag, der nach Zusatz von etwas Salzsaure 
durch Schwefelwasserstoff zerlegt wurde. Die vom Schwefel- 
silber abfiltrierte Lésung enthielt Alloxurbasen; sie gab mit 
ammoniakalischem Silbernitrat den fiir diese Basen charakte- 
ristischen, in Ammoniakfliissigkeit unléslichen Niederschlag; aus 
der Lésung dieses Niederschlags in kochender Salpetersaure 
vom spezifischen Gewicht 1,10 schieden sich beim Erkalten 
weife Krystalle aus. 

Die von dem Alloxurbasenniederschlage abfiltrierte Losung 
versetzten wir zur Fiillung von Histidin und Arginin nach be- 
kanntem Verfahren mit Silbernitrat und Barytwasser. Die 
Histidinfraktion des Niederschlags wurde unter Zusatz von etwas 
Schwefelséiure durch Schwefelwasserstoff zerlegt, die dabei er- 
haltene Losung stark eingeengt und sodann mit Quecksilber- 
sulfat versetzt. Den durch dieses Reagens hervorgebrachten 
Niederschlag verarbeiteten wir nach der von Kossel und 
Patten!) gegebenen Vorschrift. Dabei konnte zwar nicht 
Histidin in einer zur Ausfiihrung einer Analyse geniigenden 
Quantitaét gewonnen werden, aber das Produkt gab doch die 
von Pauli?) fiir das Histidin angegebene Reaktion, so dab das 
Vorhandensein dieser base als nachgewiesen zu betrachten ist. 
Die Argininfraktion des Niederschlags lieferte, als sie in be- 
kannter Weise verarbeitet wurde, Arginin in kleiner Menge. 
Letzteres wurde zuniichst in das Nitrat tibergefiihrt. Das Ge- 


‘) Diese Zeitschrift. Bd. XXXVIII, S. 39. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLII, S. 508. 
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wicht dieses Produkts betrug aber nur ca. 0,1 g. Dasselbe 
wurde in die Kupferverbindung tibergefiihrt. Letztere  kry- 
stallisierte in der charakteristischen Form: der Schmelzpunkt 
der durch Umkrystallisieren gereinigten Verbindung entsprach 
der fiir das Argininkupfernitrat gemachten Angabe (112—114°). 

Aus dem Filtrat vom Argininsilberniederschlage konnten 
wir zwei, in ihrem Verhalten mit Cholin und mit Trigonellin 
libereinstimmende Basen nach bekanntem Verfahren isolieren. 
Von den salzsauren Salzen dieser beiden Basen léste sich das 
eine in kaltem absolutem Alkohol; es krystallisierte in zer- 
flieHlichen kleinen Prismen. Seine wiisserige LOsung gab die 
fiir das Cholin angegebenen Reaktionen: insbesondere brachte 
Kaliumtrijodid auch nach Zusatz von Soda darin eine Fallung 
hervor. Das Platindoppelsalz krystallisierte beim langsamen 
Verdunsten seiner wisserigen LOsung in orangeroten ‘Tafeln. 
Die Ausfiihrung einer Analyse hielten wir fiir unndtig, da das 
Vorkommen von Cholin in den Samenhiilsen von Pisum sativum 
friiher schon von uns nachgewiesen worden ist.!) Das  salz- 
saure Salz der zweiten Base war in kaltem absolutem Alkohol 
fast unldslich; es krystallisierte, wie das Trigonellinchlorid, 
aus wisseriger LOsung in kleinen luftbesténdigen Tafeln. Charak- 
teristisch fiir Trigonellin ist bekanntlich das basische Gold- 
doppelsalz, das man beim Umkrystallisieren des neutralen Chlor- 
aurats aus Wasser erhiilt. Dieses basische Salz krystallisieri 
in feinen gelben Nadeln, die ohne Zersetzung bei 185— 186° 
schmelzen. Das in der angegebenen Weise aus der zweiten 
Base von uns dargestelle Golddoppelsalz schmolz bei 184°. Die 
kleine Differenz zwischen diesem Befunde und dem fiir das 
basische Chloraurat des Trigonellins angegebenen Schmelzpunkt 
kann als unwesentlich betrachtet und auf das Vorhandensein 
einer geringen Verunreinigung zurtickgeftihrt werden. Ubrigens 
ist auch das Vorkommen von Trigonellin in den Samenhiilsen 
von Pisum sativum friiher schon von uns nachgewilesen worden. 

Die Hiilsen der im zweiten Entwicklungsstadium geernteten 
Samen wurden von uns nicht auf Asparagin untersucht, da 


N 
') Diese Zeitschrifi, Bd. LX. S. 138. 
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dieses Amid nicht nur in den dem ersten Entwicklungsstadium 
angehdrenden Hiilsen, sondern auch schon in den im Jahre 1905 
von uns untersuchten Samenhitilsen der Erbse nachgewiesen 
worden war. Dagegen haben wir jene Hiilsen, nachdem sie 
zuvor bei 60—70° getrocknet und sodann zerkleinert worden 
waren, nach bekanntem Verfahren auf Arginin untersucht. 
Letzteres liefi sich nachweisen, doch war die Ausbeute daran 
sehr gering; wir vermochten aus 500 g der lufttrockenen Hiilsen 
nur ca. 0,05 g Argininnitrat zu gewinnen. Behufs der Iden- 
tifizierung wurde dieses Produkt auch in diesem Falle in die 
Kupferverbindung itibergefiihrt. 

Einen alkoholischen Extrakt aus 500g der gleichen luft- 
trockenen Samenhiilsen untersuchten wir auf Monoaminosduren. 
Der Extrakt wurde der Destillation unterworfen, der dabei er- 
haltene Riickstand mit Wasser behandelt, die triibe Fliissigkeit 
mit Bleiessig versetzt. Dem Filtrat vom Bleiniederschlage 
fiigten wir nach dem Ansiiuern mit Schwefelséure und nach 
nochmaliger Filtration Phosphorwolframsiiure zu, beseitigten 
den durch dieses Reagens erzeugten Niederschlag und setzten 
dem Filtrat Baryumhydroxyd bis zum Eintreten alkalischer 
Reaktion zu. Nachdem zur Entfernung gelosten Baryts Kohlen- 
sdure eingeleitet worden war, wurde die Fiallung abfiltriert und 
mit heiBem Wasser ausgewaschen. Das Filtrat lieferte beim 
Kindunsten einen Sirup, der neben Aminosiiuren eine grobe 
(Quantitaét von Kohlenhydraten enthielt. Diesen Sirup behandelten 
wir behufs Veresterung der darin enthaltenen Aminosiuren mit 
Alkohol und Salzsiiure nach der Vorschrift von E. Fischer. 
Die Ester wurden sodann aus der dunkel gefiirbten Masse mit 
Ather extrahiert, spiiter der Destillation im Vakuum_ unter- 
worfen. Der grébte Teil der Ester ging bei 12 mm zwischen 
80 --105° iiber. Beim Verseifen des Destillats erhielten wir in 
kleiner Menge ein Produkt, welches das Aussehen und das Ver- 
halten des Leucins zeigte. Nach dem Umkrystallisieren aus 
einem Gemisech von Alkohol und Ammoniakfliissigkeit bildete es 
weibe glinzende, in kaltem Wasser schwer losliche blittchen, 
die beim Erhitzen im GlasrOhrchen ein weibes Sublimat lieferten. 
Die wiisserige L6ésung gab beim Erhitzen mit Kupferacetat eine 
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lasurblaue Flussigkeit, aus der eine kyrstallinische, dem Leucin- 
kupfer gleichende Verbindung sich ausschied. Auch die tbrigen 
Kigenschaften des beschriebenen Produktes sprachen dafiir, dat 
Leucin vorlag. 

Wir haben endlich in den Samenhiilsen auch noch Tryp- 
tophan nachweisen kénnen. Fiir den beztiglichen Versuch 
verwendeten wir einen wasserigen Extrakt aus einem Kilo- 
gramm der frischen Samenhiilsen. Da wir in diesem Falle 
ganz ebenso verfuhren wie beim Nachweis des Tryptophans 
in den Keimpflanzen von Vicia sativa!) und da die Resultate 
sich mit den damals erhaltenen vollkommen decken, so halten 
wir es fiir tiberfliissig, hie: alle Einzelheiten zu beschreiben. 
Kis gentigt, auf die in der zitierten Abhandlung gemachten An- 
gaben zu verweisen. Aus den im vorigen gemachten Angaben 
ist zu schlieben, dali die Samenhiilsen neben einer ansehn- 
lichen Quantitét von Asparagin kleine Mengen Arginin, Hi- 
stidin, Tryptophan und Monoaminosiuren der fetten Reihe 
iLeucin, vielleicht auch Valin) enthielten. 

Ks schien angezeigt, einen Versuch zur quantitativen Be- 
stimmung des Asparagingehalts der Hiilsen nach dem Sachsse- 
schen Verfahren zu machen. Wir verwendeten dazu einen 
wiisserigen Extrakt aus 1,6278 g der Troekensubstanz der Hiilsen. 
Dieser Extrakt wurde zur Entfernung von Proteinstoffen und 
von basischen Stickstoffverbindungen mit Phosphorwolframsaure 
versetzt. Aus dem Filtrat von dem durch dieses Reagens hervor- 
gebrachten Niederschlage entfernten wir die Phosphorwolfram- 
siiture durch Zusatz von Barytwasser: dann wurde die F'ltissig- 
keit in vorschriftsmabiger Weise mit Salzsiiure gekocht, hierauf 
der Destillation mit Magnesia unterworfen. Dabei erhielten 
wir 0.044 g Stickstoff in Ammoniakform. Unter der Voraus- 
setzung, dab dieses Ammoniak ausschlieblich durch Zersetzung 
von Asparagin entstanden war, berechnet sich der Asparagin- 
sehalt der Trockensubstanz der Hiilsen auf 2.45°,0: die diesem 
Amid angehodrende Stickstoffmenge wirde demgemii} 0,52 °/o der 
Hiilsentrockensubstanz betragen haben. Da nun diese Trocken- 


Diese Zeitschritt. Bd. XLV, S. 56. 












Studien tiber die Proteinbildung in reifenden Pflanzensamen. 









substanz 1,14°/o Nichtproteinstickstoff enthielt, so ergibt sich, 
daly nicht viel weniger als die Hilfte davon in Form von As- 
paragin sich vorfand. Es sei hier daran erinnert, daf auch 
in den Keimpflanzen der Leguminosen das Asparagin in weit 
grOferer Quantitat auftritt, als irgend eine andere nichtprotein- 
artige Verbindung. 

Von der im ganzen den nichtproteinartigen Verbindungen 
angehérenden Stickstoffmenge fielen nur ca. 12°/o auf die aus 
eiweibfreiem Extrakt durch Phorphorwolframsiure fallbaren 
Verbindungen. Diesem Befunde entspricht die Tatsache, dab 
wir in den Hilsen Arginin und andere basische Stickstoffver- 
bindungen nur in sehr kleiner Menge vorfanden. 















b) Sumenkorner. 









Die unreifen Korner (Stadium | und IJ) wurden in ganz 
frischem Zustande moglichst fein zerkleinert und sodann mit 
Wasser von ca. 55° iibergossen; nach Verlauf von einigen 
Stunden wurde der Extrakt abfiltriert, mit der beim Auspressen 
des Riickstandes erhaltenen Fliissigkeit vereinigt und hierautf 
mit Bleiessig in schwachem UberschuB versetzt. Der vom Blei- 
niederschlag abfiltrierten Flissigkeit fiigten wir Mercurinitrat 
zu, so lange als noch ein Niederschlag sich bildete. Dieser 
Niederschlag wurde abfiltriert, stark zwischen Fliefpapier ab- 
gepreft, dann mittels Schwefelwasserstoff zersetzt. Die dabei 
erhaltene Lésung behandelten wir so, wie es oben fiir die in 
gleicher Weise bei Verarbeitung der Hiilsen erhaltene LOsung 
angegeben worden ist. Sie lieferte nach dem Einengen Kry- 
stalle, die im Aussehen dem Glutamin glichen: es blieb aber 
eine starke sirupése Mutterlauge tibrig. Die Krystalle wurden 
mit Hilfe einer Nutsche, hierauf noch durch Aufstreichen 
auf eine Tonplatte von der Mutterlauge befreit. Sowohl die 
Korner des ersten. wie diejenigen des zweiten Kntwicklungs- 
stadiums lieferten ein soiches Produkt. Die beiden Produkte 
wurden vereinigt und sodann niher untersucht. Es zeigte sich, 
dah sie aus einem Gemenge von Glutamin, Tyrosin und 
Vernin bestanden. Die Trennung dieser Stoffe gelang in fol- 
gender Weise: Die Krystalle wurden mit kaltem Wasser be- 
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handelt, wobei ein starker Riickstand blieb. Dieser Riickstand 
loste sich in kochendem Wasser; die Lésung lieferte nach dem 
Krkalten zunichst eine Ausscheidung, die dem Vernin glich: 
sie wurde rasch ablfiltriert, abgepreft und getrocknet. Das 
Filtrat lieferte tber Nacht eine Ausscheidung, welche Tyrosin, 
daneben ohne Zweifel auch Vernin einschlob. Wie wir diese 
beiden Stoffe reinigten und identifizierten, werden wir weiter 
unten angeben. 

Die von dem aus Vernin und Tyrosin bestehenden Riick- 
stande abfiltrierte LOosung wurde, um das darin in kleiner Menge 
noch enthaltene Vernin zu entfernen, mit Schwefelséure an- 
gesduert und sodann mit Phosphorwolframsdure versetzt. Der 
dadurch erzeugte Niederschlag lieferte bei der Zerlegung Vernit 
in kleiner Menge. Das Filtrat befreiten wir von der tiber- 
schiissigen Phosphorwolframsiiure und von der Sehwefelsiéure, 
indem wir es mit Barytwasser alkalisch machten. Nachdem 
der tiberschiissige Baryt durch Einleiten von Kohlensaure ent- 
fernt worden war, versetzten wir die Fliissigkeit mit Mercuri- 
nitrat, wobei ein ziemlich starker Niederschlag entstand. Die 
bei Zerlegung dieses Niederschlages erhaltene Lésung lieferte 
nach dem Einengen Krystalle, die im Aussehen vollstandig dem 
(ilu'amin glichen: doch war ein wenig Tyrosin beigemengt. 
Wir lésten die Krystalle in einer mdglichst geringen Menge 
kalten Wassers, wobei Tyrosin zuriickblieb. Das beim Ver- 
dunsten der Liésung wiedergewonnene Produkt zersetzte sich, 
wie das Glutamin, beim Erhitzen sowohl mit verdtinnter Natron- 
lauge wie mit verdiinnter Salzsdure unter Abspaltung von Am- 
moniak; es léste sich nicht in einer wiisserigen, kalt gesittigten 
Losung von reinem Glutamin, wéhrend in einem Kontrollver- 
suche eine annahernd gleiche Substanzmenge sich in der gleichen 
Menge kalten Wassers loste (unter Hinterlassung einer mini- 
malen Quantitét von Tyrosin). Ferner wurde noch konstatiert, 
daB die wasserige LOsung unseres Produktes in der Warme 
Kupferhydroxyd léste und dab aus der lasurblauen Losung eine 
im Aussehen dem Glutaminkupfer gleichende schwer ldésliche 
Verbindung sich ausschied. Fiir eine Analyse reichte das Pro- 
dukt nicht hin: doch kann dasselbe, auch ohne dafi eine Ana- 
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lyse vorliegt, auf Grund der von uns gemachten Beobachtungen 
fiir Glutamin erklirt werden. 

Bei Behandlung der glutaminhaltigen Krystallisation mit 
kaltem Wasser blieb, wie oben erwiéhnt worden ist, ein aus 
Vernin und Tyrosin bestehender Riickstand. Eine Trennung 
dieser beiden, in kaltem Wasser sehr schwer ldéslichen Stoffe 
war moglich, weil das Vernin die Eigenschaft hat, aus einer 
Losung in heibem Wasser beim Erkalten sehr rasch auszu- 
krystallisieren. Als wir die aus einer Lésung jenes Riickstandes 
in kochendem Wasser beim Erkalten sich abscheidenden Kry- 
stalle rasch abfiltrierten und das so gewonnene Produkt dann 
noch einmal in der gleichen Weise behandelten, erhielten wir 
ein von Tyrosin freies Verninpriéparat. Dasselbe stimmte im 
Aussehen, auch unter dem Mikroskop, vollkommen mit einem 
Verninpréparat unserer Sammlung tiberein; es schied sich aus 
einer Losung in heifiem Wasser beim Erkalten sehr schnell in 
feinen Nadeln aus, die nach dem Abfiltrieren und ‘Trocknen 
eine atlasglinzende Masse bildeten. Die wiésserige Losung gab 
mit Silbernitrat eine gallertartige, durchsichtige Fallung; beim 
Versetzen mit Pikrinséure gab sie eine aus sehr feinen Nadeln 
bestehende Ausscheidung. Das in dieser Weise erhaltene Pikrat 
schmolz gleichzeitig mit dem aus dem Vergleichspraparat auf 
gleichem Wege erhaltenen pikrinsauren Salze. Die Hilfte des 
Verninpraparats wurde zirka eine Stunde lang mit !/10-Normal- 
schwefelsiure gekocht. Kin Teil der dabei erhaltenen Lésung 
wurde mit Baryumhydroxyd neutralisiert und nach dem Ab- 
filtrieren des Niederschlages mit Fehlingscher Losung erhitzt, 
wobei eine Ausscheidung von Kupferoxydul!) erfolgte. Den 
test jener L6sung machten wir mit Ammoniakfliissigkeit al- 
kalisch und engten ihn sodann im Wasserbade stark ein. Dabei 
schied sich Guanin aus, das nach dem Abfiltrieren und Aus- 
waschen in verdiinnter Salzséure gelést wurde. Aus der LO- 
sung krystallisierte salzsaures Guanin in diinnen Nadeln; dieses 
Produkt gab die Guaninreaktionen. Diese Versuchsergebnisse 

‘) Daf’ das Vernin bei der Spaltung durch verdiinnte Sauren neben 


(;uanin eine Glukose liefert, ist von E. Schulze und N. Castoro (Diese 
Zeitschrift, Bd. XLI, S. 460—464) nachgewiesen worden. 
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beweisen, dali das aus den Samenkornern erhaltene Produkt 
Vernin war. 

Das in oben beschriebener Weise vom Vernin getrennte, 
wahrscheinlich aber noch nicht ganz reine Tyrosin wurde in 
verdiinnter Salzsiiure gelést und durch Neutralisation dieser 
Ldsung mit Ammoniak wieder zur Ausscheidung gebracht; es 
hildete nun feine Krystalle, die in kaltem Wasser sehr schwer 
ldslich waren. Die Krystalle lieferten nicht nur beim Erwarmen 
mit Millonschem Reagens eine rote Flissigkeit, sondern gaben 
auch die von Piria und von Morner fir das Tyrosin ange- 
gebenen Reaktionen. 

Die von dem aus Glutamin, Tyrosin und Vernin bestehenden 
Krystallgemenge getrennte Mutterlauge wurde mit Wasser ver- 
diinnt, mit Schwefelsiiure angeséiuert und sodann mit Phosphor- 
wolframsiure versetzt, wobei ein sehr starker Niederschlag 
entstand. Derselbe lieferte, wie aus den weiter unten gemachten 
Angaben hervorgeht, bei der Zerlegung Arginin in bedeutender 
Quantitaét. Die von diesem Niederschlage abfiltrierte Fliissigkeit 
versetzten wir zur Entfernung der iiberschiissigen Phosphor- 
wolframsiiure und der Schwefelsiiure mit Bleiessig: dem Filtrat 
vom Bleiniederschlage wurde wieder Mercurinitrat zugefiigt. 
Wabei entstand ein Niederschlag, der bei der Zerlegung As- 
paragin in kleiner Menge lieferte. Diesem Produkte war 
etwas Glutamin beigemengt, das sich jedoch durch Abschlemmen 
mit Hilfe der Mutterlauge gr6Btenteils entfernen lieB. Der 
dabei verbliebene Riickstand wurde aus Wasser umkrvstallisiert; 
die Krystalle stimmten im Aussehen mit Asparagin tberein 
und enthielten Krystallwasser (Unterschied vom Glutamin). 
Beim Erhitzen sowohl mit verdiinnter Salzséure wie mit Natron- 
lauge wurden sie unter Abspaltung von Ammoniak zersetzt; 
ihre wisserige LOsung gab mit Mercurinitrat eine Fallung und 
l6ste in der Wirme Kupferhydroxyd unter Bildung einer lasur- 
blauen Flissigkeit. Die Quantitét, in der dieses Produkt ge- 
wonnen wurde, reichte zur Ausfiihrung einer Analyse nicht hin. 

Wie aus den im vorigen gemachten Angaben hervorgeht, 
konnten wir aus dem Niederschlage, der durch Mercurinitrat 
in dem wisserigen, durch Versetzen mit Bleiessig gereinigten 
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Extrakte hervorgebracht wurde, fiinf Stickstoffverbindungen 
isolieren, nimlich Glutamin, Asparagin, Tyrosin, Arginin 
und Vernin. Von diesen Verbindungen war das Arginin die- 
jenige, welche in grOfter Quantitét erhalten wurde: die vier 
anderen kKonnten nur in kleiner Menge gewonnen werden. Dem 
Filtrat von jenem Niederschlage fiigten wir noch etwas Mer- 
curinitrat, dann Natronlauge bis zur schwach alkalischen 
Reaktion zu, wobei ein starker weifer Niederschlag entstand. 
Dieser Niederschlag wurde nach dem Abfiltrieren und Aus- 
waschen mittels Schwefelwasserstoff zersetzt, die vom Schwefel- 
quecksilber durch Filtration getrennte Losung mit Ammoniak 
neutralisiert und hierauf bis zur Sirupkonsistenz eingeengt. 
Der Sirup lieferte beim Erkalten eine Ausscheidung, die sich 
aber nur unvollstéindig von der Mutterlauge trennen lief. Wir 
erhitzten den Sirup daher mit absolutem Alkohol und fiigten 
der Loésung sodann etwas konzentrierte Ammoniakfliissigkeit 
zu. Die so entstandene, vom riicksténdigen Sirup abgegossene 
Losung gab beim Eindunsten eine Ausscheidung, die mit Hilfe 
einer Tonplatte von der Mutterlauge getrennt und hierauf aus 
Wasser umkrystallisiert wurde; ein Teil dieses Produkts wurde 
auch aus einem Gemisch von heifem Alkohol und Ammoniak- 
(liissigkeit umkrystallisiert. Die in dieser Weise erhaltene 
Substanz stimmte im Aussehen mit unreinem Leucin iiberein. 
verhielt sich aber beim Erhitzen im Réhrchen nicht wie Leucin. 
Sie war stickstoffhaltig, bestand aber allem Anschein nach 
aus einem Gemenge mehrerer Stoffe. Die wiisserige Liésung 
lieferte beim Erhitzen mit Kupferhydroxyd eine in Wasser 
schwer ldsliche Kupferverbindung; doch schien auch die bei 
Zerlegung dieser Kupferverbindung mittels Schwefelwasserstoff 
erhaltene Substanz nicht einheitlich zu sein. 

Die von dem zweiten Mercurinitratniederschlage abfiltrierte 
liissigkeit wurde mittels Schwefelwasserstoff vom Quecksilber 
befreit, dann mit Baryumhydroxyd neutralisiert, hierauf im 
Wasserbade stark eingeengt. Nachdem sie mit Hilfe von Schwefel- 
sdure vom Baryt befreit worden war, versetzten wir sie mit 
Phosphorwolframsiure. Die dadurch erzeugte Fiillung vereinigten 
wir mit dem Niederschlage, der durch Phosphorwolframsiiure 
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in der bei Zerlegung des ersten Mercurinitratniederschlages 
erhaltenen L6sung hervorgebracht worden war (cf. die oben 
gemachte Angabe). Die vereinigten Niederschlage wurden sodani 
in bekannter Weise behandelt. Aus der dabei erhaltenen, mit 
Salpetersiiure neutralisierten Basenlésung wurden durch Silber- 
nitrat Alloxurbasen gefiallt; die bei Zerlegung des Nieder- 
schlags erhaltene Fliissigkeit gab mit ammoniakalischem Silber- 
nitrat eine in Ammoniak unldsliche Féllung. Aus dem Filtrat 
von jenem Niederschlage wurden nach bekanntem Verfahren 
durch Silbernitrat und Barytwasser Histidin und Arginin 
gefillt. Die Histidinfraktion des Niederschlages, verarbeitet 
nach der von Kossel und Patten (loc. cit.) gegebenen Vor- 
schrift, lieferte in kleiner Menge ein krystallinisches Produkt, 
das jedoch kein Histidinchlorid war: die Mutterlauge gab aber 
die von Pauli (loc. cit.) fiir Histidin angegebene Reaktion, so 
dal} das Vorhandensein einer sehr geringen Menge dieser Base 
anzunehmen ist. Die Argininfraktion des Niederschlages lieferte 
Arginin in reichlicher Menge, wir erhielten bei Verarbeitung 
dieser Fraktion nahezu 4,0 g Argininnitrat. Letzteres wurde 
in die Kupferverbindung iibergefiihrt. Diese Verbindung krystal- 
lisierte in der charakteristischen Form; der Schmelzpunkt der 
Krystalle entsprach der ftir das Argininkupfernitrat gemachten 
Angabe (112—-114°). Bei Bestimmung des Kupfergehalts dieser 
Verbindung wurden folgende Resultate erhalten. 
0.3790 g Substanz gaben 0,0501 g CuO = 10,54°0 Cu. 
Die Theorie verlangt 10,76°. Cu. 

Die oben angegebene Quantitét von Argininnitrat, in 
welcher ungefiihr 2,84 g Arginin enthalten waren, wurde bei 
Verarbeitung von ca. 2 kg der frischen Samenkorner erhalten: 
in diesem Quantum kénnen ca. 450 g Trockensubstanz sich 
vorgefunden haben.') Die Ausbeute an Arginin betrug demnach 
ca. 0,63°/o vom Trockengewicht des Ausgangsmaterials. 

Die im Filtrat vom Argininsilberniederschlage noch ent- 
haltenen Basen wurden, nachdem dieses Filtrat vom Silber und 


‘') Der Trockensubstanzgehalt der frischen Samenkérner schwankle 
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vom Baryum befreit worden war, wieder mit Phosphorwolfram- 
siure gefallt. Den Niederschlag zerlegten wir durch Baryum- 
hydroxyd, siéuerten die dabei erhaltene Losung mit Salzséure 
un und verdunsteten sie zur Trockene. Den trockenen Riick- 
stand behandelten wir zuerst in der Kiilte, dann bei Wasser- 
hadhitze mit Weingeist. Den vom Riickstande getrennten 
Auszug versetzten wir mit alkoholischer Mercurichloridlésung. 
Die dabei entstandene l*iillung wurde nach einigen ‘Tagen ab- 
liltriert, sodann aus heifem Wasser umkrystallisiert, hierauf 
durch Schwefelwasserstolf zerlegt. Die vom Schwefelqueck- 
silber dureh Filtration getreunte L6sung lieferte einen anfangs 
sirup6sen, spiiter krystallinisch werdenden Verdampfungsriick- 
stand. Derselbe wurde im Vakuumexsikkator ausgetrocknet, 
dann mit kaltem wasserfreiem Alkohol behandelt. Dabei ging 
sulzsaures Cholin in Loésung. Die Lésung wurde zur Reinigung 
eingedunstet, der gut getrocknete Verdampfungsriickstand wieder 
mit kaltem wasserfreiem Alkohol behandelt. Die dabei resul- 
tierende Losung gab mit alkoholischer Platinchloridsolution eine 
gelbe Fillung, welche abfiltriert und in Wasser gelést wurde. 
Beim langsamen Verdunsten lieferte diese LOsung orangerote 
Tafeln, die das Aussehen des Cholinplatinchlorids besaben. Doch 
war dieses Produkt offenbar noch nicht ganz rein: denn die 
Krystalle gaben beim Gliihen 32,2°/o Platin, wihrend der Platin- 
gehalt des Cholinplatinchlorids bekanntlich nur 31,6°/o betriigt. 
Wir zerlegten daher das Platindoppelsalz mit Schwefelwasser- 
stoff, dunsteten die vom Schwefelplatin getrennte Losung zur 
Trockene ein und behandelten das dabei erhaltene Produkt 
noch einmal mit wasserfreiem Alkohol. Die alkoholische L6sung 
wurde eingedunstet, der Verdampfungsriickstand in Wasser 
gelost. Das durch Versetzen dieser LOsung mit Goldchlorid 
dargestellte Chloraurat schmolz gleichzeitig mit Cholingold- 
chlorid-Priéparaten anderer Herkunft. Da ferner das in zer- 
ilieBblichen Nadeln krystallisierende salzsaure Salz der Base die 
Reaktionen des Cholinchlorids gab und insbesondere auch nach 
Zusatz von Soda durch Kaliumtrijodid gefallt wurde, so kann 
kaum bezweifelt werden, dai Cholin vorlag — wobei noch 
durauf hinzuweisen ist, dafi das Vorhandensein dieser Base 
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in reifen Samen von Pisum sativum friiher schon von uns 
nachgewiesen worden ist. 

Bei Behandlung des bei Zerlegung der Quecksilberdoppel- 
salze erhaltenen Chloridgemenges mit wasserfreiem Alkoho! 
blieb ein Riickstand, der sich leicht in Wasser liste; die 
Losung gab beim Verdunsten kleine glainzende Tafeln, die das 
Aussehen des salzsauren Trigonellins besafen. Das daraus 
in oben schon angegebener Weise dargestellte basische Chlor- 
aurat schmolz bei 186° Eine Goldbestimmung gab fiir dieses 
Doppelsalz folgendes Resultat: 

0.1697 g Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 0,0641 g = 37,77 °/o Au. 

Die Theorie verlangt ftir das basische Chloraurat des 
Trigonellins einen Goldgehalt von 37,7°/o. Diese Versuchs- 
resultate beweisen, dafi Trigonellin vorlag. Auch diese Base 
ist von uns in reifen Samen von Pisum sativum nachgewiesen 
worden. 

Wie aus den oben gemachten Angaben zu ersehen ist, 
haben wir Cholin und Trigonellin aus dem Filtrat vom 
Argininsilberniederschlage isoliert, und zwar wurden die in 
diesem Filtrat enthaltenen Basen in salzsaure Salze iibergefiihrt, 
letztere sodann getrocknet und hierauf mit Weingeist extrahiert, 
wobei Cholinchlorid und Trigonellinchlorid in Losung gingen. 
Der in Weingeist unldsliche Teil des Chloridgemenges §schlof 
neben anorganischen Salzen auch organische Substanzen ein. 
Unter den letzteren konnte Lysin sich vorfinden. Es war aber 
moéglich, daBh ein Teil des Lysins in den weingeistigen Extrakt 
iibergegangen war: dieser Teil mufte sich in dem Verdampfungs- 
riickstand der Fliissigkeit vorfinden, die nach Ausfillung von 
Cholin und Trigonellin mittels Mercurichlorid tibrig blieb. Wir 
vereinigten diese beiden, auf Lysin zu priifenden Riickstande, 
ldsten sie in Wasser und versetzten die LOsung zuerst mit 
Mercurichlorid, dann mit Barytwasser. Der dabei entstandene 
Niederschlag wurde mittels Schwefelwasserstoff zerlegt, das 
Kiltrat vom Schwefelquecksilber sodann mit Schwefelséure an- 
gesiiuert und mit Phosphorwolframsaure versetzt. Den durch 
dieses Reagens hervorgebrachten Niederschlag zerlegten wir 
mittels Baryumhydroxyd. Die dabei erhaltene Lésung wurde, 





















Studien tber die Proteinbildung in reifenden Pflanzensamen. 


nachdem sie mit Hilfe von Kohlenséiure vom Baryt befreit 
worden war, stark eingeengt und sodann mit einer alkoholischen 
Pikrinsdéurel6sung neutralisiert. Sie lieferte nun ein in Wasser 
schwer losliches Pikrat, welches das Aussehen des Lysinpikrats 
besal; dasselbe schmolz, nachdem es aus Wasser umkrystal- 
lisiert worden war, gleichzeitig mit einem Lysinpikratpriaparat 
unserer Sammlung. Bei der Zerlegung mittels Salzsiiure und 
Ather lieferte dieses Pikrat ein in Methylalkohol lésliches Chlorid. 
Aus diesen Versuchsresultaten ist zu schliefben, dafi auch Lysin 
vorhanden war. 

Aus den im vorigen mitgeteilten Ergebnissen unserer 
Versuche ist zu schlieBen, daB in den unreifen Samen von 
Pisum sativum Asparagin, Glutamin, Tyrosin, Arginin, 
Lysin, Histidin, Alloxurbasen, Vernin, Cholin und 
Trigonellin sich vorfanden. Daf auber Tyrosin noch andere 
Monoaminosauren vorhanden waren, muf fiir wahrscheinlich 
erklart werden; es gelang uns aber nicht, Leucin oder Valin 
zu isolieren. Auch der Nachweis von Tryptophan gelang nicht. ') 
Die meisten der genannten Stickstoffverbindungen wurden von 
uns nur in sehr kleinen Quantitéten erhalten. In gr6éBerer 
Menge lief sich nur Arginin gewinnen. Wie oben schon 
mitgeteilt wurde, erhielten wir bei Verarbeitung eines Quantums 
frischer Samen, das ca. 450 g Trockensuhstanz einschlob, nahezu 
i,0 g Argininnitrat oder ca. 2,84 g Arginin. Da wir aber bei 
Abscheidung des Arginins nicht so verfuhren, dal} nicht Sub- 
stanzverluste eingetreten sein kénnen, so war die im Unter- 
suchungsmaterial vorhandene Argininquantitét ohne Zweifel be- 
deutend gréfer, als die zur Abscheidung gebrachte Menge. 


') Fiir die Priifung auf Tryptophan verwendeten wir einen wasse- 
rigen Extrakt aus ca. 80 g Samenkornern, die gleich nach der Ernte mit 
absolutem Alkohol iibergossen, spater (nach dem Abgiefen der alkoholischen 
Lisung) bei 35—40° getrocknet, hierauf fein zerrieben worden waren. 
Der durch Versetzen mit Bleiessig gereinigte, sodann mit Schwefelsdure 
angesduerte Extrakt gab beim Versetzen mit Quecksilbersulfat keine Fiil- 
lung. Bei mehrtigigem Stehen schied sich allerdings ein sehr geringer 
Niederschlag aus; die bei Zerlegung dieses Niederschlages mittels Schwefel- 
wasserstoff erhaltene Lisung gab aber nicht die Tryptophan-Reaktion mit 
Glyoxylséure und Schwefelsadure. 
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Mit Sicherheit kann behauptet werden, da in den un- 
reifen Samenkérnern eine weit gréfbere Argininmenge sich vor- 
fand als in den Samenhiilsen. Denn wir erhielten. wie oben 
schon angegeben worden ist, aus 3 kg frischer Hiilsen -— einer 
Quantitaét, die etwa 600 g Trockensubstanz enthalten haben 
c<ann — kaum 0,1 ¢ Argininnitrat: noch etwas geringer war die 
Argininmenge, die aus den dem zweiten Entwicklungsstadium an- 
gehOrenden Samenhiilsen gewonnen wurde (trotzdem dab wir im 
letzteren Falle Substanzverluste méglichst zu vermeiden suchten). 
Durch dieses Resultat wird aber die schon im Jahr 1905 bei 
Untersuchung unreifer Friichte von Pisum sativum von uns 
gemachte Beobachtung bestiitigt: auch damals fanden wir in 
den Samenkornern weit mehr Arginin als in den Samenhiilsen. 

Auber den oben genannten Stoffen k6nnen_ selbstver- 
stiindlich noch andere, nicht proteinartige Stickstoffverbindungen 
in den yon uns untersuchten Samen enthalten gewesen sein. 
Die in diesen Samen auf solche Verbindungen fallende Stick- 
stoffmenge war ja recht betrichtlich: bei den im zweiten Ent- 
wicklungsstadium sich befindenden Samen, welche vorzugs- 
weise als Material fiir unsere Versuche dienten, betrug jene 
Stickstoffmenge etwas mehr als 1°/o der Samentrockensubstanz: 
noch grofer, niimlich = 2,4—2,5"/o, war sie bei den noch sehr 
kleinen Kérnern des ersten Entwicklungsstadiums. Es ist nicht 
anzunehmen, dab dieser ganze Betrag durch die von uns isolierten 
nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen gedeckt wird; man 
kann esim Gegenteil fiir hGchst wahrscheinlich erkliiren, dai neben 
denselben noch andere Stoffe soleher Art sich vorfanden, die 
sich bisher dem Nachweis entzogen. Daf darunter auch Polvy- 
peptide vorhanden waren, mul fiir médglich erkliirt werden. 

Von der Stickstoffmenge, die in den Samenkornern des 
zweiten Entwicklungsstadiums auf nichtproteinartige Stickstoft- 
verbindungen fiel, ging mehr als die Halfte, namlich ca. 60/0, 
in den durch Phosphorwolframsiiure in einem proteinfreien 
Extrakt hervorgebrachten Niederschlag ein. Dies erklart sich 
aus dem grofen Arginingehalt dieser Samen. Doch ist es sehr 
wahrscheinlich, daf in den Phosphorwolframsaureniederschlag 
auBer Arginin und den neben letzterem nachgewiesenen Basen 
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(Lysin, Histidin usw.) auch noch andere Stoffe eingegangen 
waren. 

In den reifen Samen von Pisum sativum betrug die auf 
nichtproteinartige Verbindungen fallende Stickstoffmenge nur 
(),39°/o der Samentrockensubstanz. Wir konnten aus solchen 
samen Arginin, Cholin und Trigonellin darstellen. Bei 
Ausfiihrung der beziiglichen Versuche verfuhren wir ganz eben- 
so, Wie bei Darstellung der genannten Basen aus den unreifen 
Samen. Aus einem Quantum reifer Samen, welches ca. 480 g 
Trockensubstanz einschlob, erhielten wir 1,59 g Argininnitrat 
(= 1,128 g Arginin). Das Nitrat bildete weife Krystalle; als 
die wiisserige LOsung dieser Krystalle mit Kupfercarbonat er- 
hitzt wurde, entstand eine tiefblaue Fliissigkeit, aus der beim 
Erkalten Argininkupfernitrat in der charakteristischen Form 
auskrystallisierte (der Schmelzpunkt der durch Umkrystallisieren 
gereinigten Verbindung lag bei 112°). Aus obigen Zahlen be- 
rechnet sich der Arginingehalt der Samentrockensubstanz auf 
0,23 Jo, wéhrend die Trockensubstanz der unreifen Samen 
ca. 0,63°/o Arginin lieferte. Berechnet man unter Zugrunde- 
legung dieser Zahlen die in 100 Stiick Samen enthaltene Ar- 
gininmenge, so gelangt man zu folgendem Ergebnis: 

100 Stiick unreife Samen lieferten 0,115 g Arginin. 
100,» reife » ; 0.076 

Aus diesen Zahlen, die freilich nicht als genau zu be- 
zeichnen sind,') ist zu folgern, dai beim Ausreifen der Samen 
das Arginin an Quantitiit abgenommen hatte. Immerhin war 
der Arginingehalt der reifen Samen noch ein relativ betracht- 
licher (friiher von uns untersuchte Erbsensamen enthielten 
weniger Arginin). Wir fanden einen betriéchtlichen Argininge- 
halt auch in reifen Samen von Lupinus luteus;?) doch zeigten 


') Es handelt sich ja hier nicht um genaue Bestimmung des Arginin- 
gehalts der Samen. sondern nur um Bestimmung der Ausbeute. Wie 
oben schon erwahnt worden ist, fand bei Abscheidung des Arginins aus 
den unreifen Samen wahrscheinlich ein etwas gréferer Substanzverlust 
statt, als bei Darstellung dieser Base aus den reifen Samen; die Differenz 
zwischen dem Arginingehalt der unreifen und der reifen Samen war daher 
vermutlich noch etwas gréfier, als oben angegeben worden ist. 

*) Diese Zeitschrift, Bd. XLI, S. 457—459. 
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sich hier nicht unbedeutende Verschiedenheiten zwischen dem 
Arginingehalt verschiedener Muster dieser Samenart. Es scheint 
also, dafi beim Reifen der Samen ein bald gréferer, bald ge- 
ringerer Teil des in den unreifen Samen vorhandenen Argi- 
nins der Verwendung zur Proteinsynthese entgeht. 

Cholin und Trigonellin wurden aus den nach friiher 
beschriebenem Verfahren erhaltenen Quecksilberdoppelsalzen 
dargestellt. Die bei Zerlegung dieser Doppelsalze mittels Schwefel- 
wasserstoff erhaltene LOsung wurde eingedunstet, der Ver- 
dampfungsriickstand nach dem Austrocknen im Vakuumexsik- 
kator mit wasserfreiem Alkohol behandelt. Dabei ging Cholin- 
chlorid in LOsung, wihrend salzsaures Trigonellin zuriickblieb. 
Die Loésung wurde wieder eingedunstet, der Verdampfungs- 
riickstand nach volligem Austrocknen wieder mit wasserfreiem 
Alkohol behandelt; dabei blieb noch ein wenig Trigonellin- 
chlorid zuriick, das wir mit dem zuerst erhaltenen vereinigten. 
Das Gewicht dieses Produktes betrug 0,233 g; der Trigonel- 
lingehalt der Samentrockensubstanz berechnet sich daraus auf 
ca. 0,037°/o. Das in die alkoholische Lésung tibergegangene 
Cholinchlorid wurde in das Platindoppelsalz tbergefiihrt. Wir 
erhielten 0,450 g dieses Doppelsalzes = 0,177 g Cholin. Der 
(‘holingehalt der Samentrockensubstanz berechnet sich daraus 
auf ca. 0,036°/o. Es sei hier noch daran erinnert, daf das 
Vorkommen von Cholin und Trigonellin in reifen Erbsensamen 
von uns friiher schon mehrfach nachgewiesen worden ist. 


Diskussion der im Abschnitt I mitgeteilten Versuchs- 
ergebnisse. 


Aus den im ersten Teile des Abschnitts I gemachten An- 
gaben ist zu schlieBen, daB in den reifenden Samen die ihnen 
aus den andern Pflanzenteilen zuflieSenden nichtproteinartigen 
Stickstoffverbindungen in der Regel rasch zur Proteinsynthese 
verwendet werden. Doch findet man in solchen Samen stets 
einen Rest jener Verbindungen vor; seine Quantitat ist in ganz 
jungen Samenkornern relativ groB, spiter aber geringer. Dieser 
Rest kann neben Stoffen, welche unbrauchbar fiir die Protein- 
synthese sind, auch Verbindungen einschlieBen, die fiir diese 
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Synthese langsamer verwendet werden und daher in gréferer 
Menge in den Samen zuriickbleiben als andere, die nach ihrem 
Kintritt in die Samen rasch umgewandelt werden. Um fest- 
zustellen, welche Stickstoffverbindungen vorzugsweise jenem 
Zwecke dienen, muf} man jenen Rest hinsichtlich seiner Zu- 
sammensetzung mit dem aus andern Pflanzenteilen den Samen 
zuflieBenden Gemenge von Stickstoffverbindungen vergleichen. 
Die Moglichkeit zur Ausfiihrung einer solchen Untersuchung 
ist gegeben durch die Tatsache, dab bei den Leguminosen die 
Samenhiilsen als Reservestoffbehilter dienen und dafi aus ihnen 
bedeutende Quantititen von Stickstoffverbindungen in die 
reifenden Samen iibergehen. 

Aus den Samenhitilsen von Pisum sativum konnten wir 
auber einer ansehnlichen Quantitét von Asparagin kleine Mengen 
von Arginin, Histidin und Tryptophan darstellen; auch Mono- 
aminofettsaéuren waren vorhanden. Auch in den Samenhiilsen 
von Phaseolus vulgaris sind Asparagin, Tyrosin, Monoamino- 
fettsauren, Arginin und Tryptophan nachgewiesen worden. Es 
ist darauf hinzuweisen, dai die gleichen Stoffe auch als Pro- 
dukte des Eiweifabbaues in den Keimpflanzen der Leguminosen 
auftreten und dai sie hier den im Wachstum  begriffenen 
Pflanzenteilen, in denen die Neubildung von Proteinen erfolgt, 
zugefiihrt werden. 

Das in den reifenden Samen von Pisum sativum sich vor- 
findende Gemenge nichtproteinartiger Stickstoffverbindungen 
weicht in bezug auf seine Zusammensetzung stark von dem- 
jenigen ab, das in den Samenhiilsen enthalten ist. Zur Be- 
grindung dieses Ausspruchs sei zunichst darauf hingewiesen, 
daB wir Glutamin, Tyrosin, Lysin und Vernin zwar aus den 
Samenkérnern, nicht aber aus den Hiilsen zu isolieren ver- 
mochten. Aus dem letzteren Resultat lat sich freilich nicht 
mit Sicherheit auf ein véiliges Fehlen der genannten Stoffe in 
den Hiilsen schlieBen: denn es ist mdglich, dal diese Stoffe, 
die auch in den Samen nur in kleiner Menge enthalten waren, 
in den Hiilsen in noch geringerer Quantitét sich vorfanden und 
da sie infolge davon aus letzteren nicht isoliert werden konnten. 
Jedenfalls aber ist die Quantitat dieser Stoffe in den Samen- 
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kOrnern und in den Hiilsen eine ungleiche gewesen. Mit noch 
groBerer Sicherheit gilt dies fiir einige andere Stickstoffver- 
bindungen. Wihrend wir aus den Hiilsen eine ansehnliche 
Menge von Asparagin darzustellen vermochten, erhielten wir 
aus den Samen dieses Amid nur in sehr kleiner Menge. Die 
Ausbeute an Arginin war bei den Samenkérnern mindestens 
(Omal so grob, wie bei den Hiilsen. Es unterliegt also keinem 
/Zweifel, dai das in den unreifen Samen sich vorfindende Ge- 
menge nichtproteinartiger Stickstoffverbindungen, wenn es auch 
vielleicht ganz die gleichen Stoffe einschliebt, wie das in den 
nureifen Hiilsen enthaltene Gemenge, doch von letzterem in 
bezug auf die quantitative Zusammensetzung sehr stark abweicht. 

Diese Erscheinung 1aBt sich durch die schon oben aus- 
vesprochene Annahme erkliren, dal die Stickstoffverbindungen, 
welche als Material fiir die Proteinsynthese den reifenden 
Samen zuflieben, in den letzteren teils schneller, teils lang- 
samer fiir diese Synthese verwendet werden. Ist dies der Fall, 
so mub in dem Rest solcher Verbindungen, den man in den 
unreifen Samen neben Proteinen noch vorfindet, zwischen den 
einzelnen Bestandteilen ein ganz anderes Mengenverhiltnis 
obwalten, als in den dem Samen zugeflossenen Stoffgemenge. 
Der sehr niedrige Gehalt der unreifen Samen an Asparagin 
lat sich z. b. durch die Annahme erkliren, dal gerade dieses 
Amid rasch zur Proteinsynthese verwendet wird. Es ist ferner 
modglich, dafS die Hiilsen neben Asparagin ein wenig Glutamin 
enthalten: gesetzt nun, daB letzteres in den Samen weniger 
schnell umgewandelt wird, als das Asparagin, so kann es in 
solehem Grade sich anhiufen, dafi sein Nachweis mdglich ist. 

Vielleicht aber tritt beim Zustandekommen der be- 
sprochenen Erscheinung noch eine andere Ursache in Wirkung: 
es ist mOglich, dali die in den reifenden Samen stattfindenden 
Synthesen auch zur Bildung gewisser nichtproteinartiger Stick- 
stoffverbindungen fiihren. Fiir eine solche Annahme scheint 
manches zu sprechen. So muf es z. B. im Hinblick auf den 
héchst geringen Arginingehalt der Hiilsen fiir fraglich erklart 
werden, ob die relativ groBe Argininmenge, die in den unreifen 
Samen sich vorfindet, ausschlieflich den Hiilsen entstammt: 
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man scheint nach einer andern Argininquelle sich umsehen zu 
muissen. Doch liegen die Verhiltnisse nicht so, daf man mit 
Bestimmtheit eine Synthese von Arginin in den Samen anzu- 
nehmen hat. Denn vielleicht werden die aus den Bliittern und 
Stengeln den reifenden Friichten zufliebenden Stickstoffverbin- 
dungen nicht simtlich vor ihrem Eintritt in die reifenden Samen 
Bestandteile der Hiilsen: es ist im Gegenteil moglich, dab sie 
zum Teil durch gewisse GefaiBbiindel den Samen direkt zu- 
gefiihrt werden. Gesetzt nun, daf das auf letzterem Wege den 
Samen zutlieBende Stoffgemenge reicher an Arginin ist, als das 
in den Hiilsen sich vorfindende Gemenge von Stickstoffver- 
bindungen, so kinnte daraus der hohe Arginingehalt der un- 
reifen Samen erklirt werden. 

Wie aus diesen Darlegungen hervorgeht, lift sich eine 
wlen Anforderungen geniigende Erkliirung fiir den sehr un- 
sleichen Gehalt der unreifen Samen und Hiilsen von Pisum 
sativum an gewissen nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen 
zurzeit nicht geben. Jedenfalls aber kann diese Erscheinung, 
die auch, freilich in weit geringerem Grade, bei den reifenden 
Friichten von Phaseolus vulgaris hervorgetreten ist, Interesse 
fiir sich beanspruchen; sie wird bei der weiteren Erforschung 
der Proteinsynthese in den reifenden Samen_ beriicksichtigt 
werden miissen. 


II. Untersuchung milchreifer Samenkorner des Weizens 
(Triticum vulgare). 


Durch eine Untersuchung, die zum Teil in unserem Labo- 
ratorium ausgefiihrt wurde, hat N. Nedokutschajew') nach- 
gewiesen, daBi in den Samen des Weizens wiihrend des Reifens 
das Verhialtnis zwischen den auf Protein und auf Nichtprotein 
fallenden Stickstoffmengen sich zugunsten des Proteins ver- 
schiebt. Ais Untersuchungsobjekt diente Sommerweizen. Nach- 
dem die Bliitezeit beendet war und die Bildung der Korner 
begonnen hatte, wurden die letzteren in regelmabigen Zwischen- 
riéumen von 5—7 Tagen gesammelt und hierauf sofort bei 60° 


') Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. LVI, 8. 303. 
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getrocknet. So gelangten denn die Samenkorner in 6 aufein- 
anderfolgenden Entwicklungsstadien zur Untersuchung; das 
letzte dieser Stadien entsprach der «Gelbreife» der Korner. 
Fiir die Verteilung des Stickstoffs auf Protein und auf Nicht- 
protein wurden folgende Zahlen gefunden: 


Stickstoft 
im Protein im Nichtprotein 
L. 66" 6 34°/0 
(1. 76°%o 24%/o 
If. 88%) 12/0 
lV. 85 °/o 15°)» 
vs 85 °/o 15% 
VI. A) %/o 10° 0 


Bemerkenswert ist, dab in den letzten 4 Entwicklungs- 
stadien das Verhiiltnis zwischen den auf Protein und auf Nicht- 
protein fallenden Stickstoffmengen nur geringe Verdinderungen 
erfahren hat. 

Die Bestimmung der auf Protein und Nichtprotein fallen- 
den Stickstoffquantitaéten geschah nach der von Stutzer an- 
gegebenen Methode. Doch hat Nedokutschajew spater fiir 
diese Bestimmungen auch die von Laszcynski') angegebene 
Methode benutzt. Dabei ergaben sich kleine Differenzen von 
den nach Stutzers Verfahren erhaltenen Zahlen; hinsichtlich 
dieser Differenzen verweisen wir auf die zitierte Abhandlung. 

Aus den Ergebnissen seiner Versuche berechnete Nedo- 
kutschajew auch noch die Stickstoffmengen, die im ersten 
und im letzten Entwicklungsstadium in einem Weizenkorn auf 
Protein und auf Nichtprotein fielen. Dabei erhielt er folgende 
Zahlen: 


Stickstoff 
im Protein im Nichtprotein 
I. 0,1743 mg 0,0892 mg 
VI. 0,9684 » 0.1091 » 


In einem Weizenkorn fand sich also im Stadium VI 
etwas mehr Nichtproteinstickstoff vor, wie im Stadium I. Diese 
Zahlen fiihren im Verein mit denjenigen der ersten Tabelle, 
nach welcher das Mengenverhiltnis zwischen Proteinstickstoff 


‘) Landwirtschaftl. Versuchsstationen, Bd. LVIII, S. 275. 
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und Nichtproteinstickstoff in den 4 tetzten Stadien nur un- 
betrichtliche Differenzen zeigte, zu der SchluBfolgerung, dal 
auch in reifenden Weizenkornern eine betrachtliche Anhiéufung 
von nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen nicht erfolgt: 
man muff annehmen, dai auch hier die als Material fiir die 
Proteinsynthese den reifenden Kornern von auben zufliebenden 
Stickstoffverbindungen eine rasche Verwendung fiir jene Syn- 
these fanden. 

Versuche, durch welche Nedokutschajew iiber die 
Qualitét der in den unreifen Weizenkornern enthaltenen nicht- 
proteinartigen Stickstofiverbindungen Aufschlu8B zu gewinnen 
versuchte, hatten nur geringen Erfolg. In einem wiisserigen, 
durch Versetzen mit Bleiessig gereinigten Extrakte brachte 
Mercurinitrat eine ziemlich starke Fiallung hervor, doch konnte 
aus der bei Zerlegung dieser Fiillung erhaltenen Losung Asparagin 
nicht in Krystallen gewonnen werden. Die Abscheidung von 
Monoaminosiéuren aus einem alkoholischen Extrakt gelang nicht, 
vielleicht nur wegen des bedeutenden Kohlenhydratgehalts dieses 
Extraktes. Aus dem Phosphorwolframsaureniederschlage wurden 
Basen gewonnen, die im Verhalten gegen Fiallungsmittel sich 
wie Arginin und Histidin verhielten; die Reindarstellung dieser 
Basen gelang aber nicht, vielleicht nur deshalb, weil die zur 
Verfiigung stehende Materialmenge relativ gering war. Nach- 
gewiesen wurde das Vorhandensein von Alloxurbasen. 

Wir untersuchten in den Jahren 1905 und 1909 milch- 
reife Weizenkérner, welche leicht in grofer Quantitét zu be- 
schaffen sind. Im Jahre 1905 hatten wir ca. 10 Kilo solcher 
Kérner zur Verfiigung. Einige Kilo dieser Kérner wurden in 
ganz frischem Zustande mdglichst fein zerkleinert und hierauf 
mit Wasser extrahiert; der Rest der K6rner wurde in 95°/oigen 
Alkohol geworfen. Den wisserigen Extrakt versetzten wir, 
nachdem die durch Bleiessig fillbaren Substanzen entfernt 
worden waren, mit Mercurinitrat, wobei eine ziemlich starke 
Fallung entstand. Aus der bei Zerlegung dieser Fiillung mittels 
Schwefelwasserstoff erhaltenen Loésung lief sich aber kein 
Asparagin gewinnen. Auch vermochten wir aus einem solchen 
Extrakte Arginin nicht darzustellen. Dagegen konnte das Vor- 
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haundensein einer kleinen Quantitit von Monoaminosauren 
nachgewiesen werden. Zur Darstellung dieser Stoffe ver- 
wendeten wir die unter Alkohol aufbewahrten Samenkorner. 
Letztere wurden nach dem Abgiefen der alkoholischen Losung 
getrocknet, hierauf fein zerrieben und nun mit Alkohol von 
ca. 90 Volumprozent in der Warme extrahiert. Der Extrakt 
wurde der Destillation unterworfen, der dabei verbliebene Riick- 
stand in Wasser aufgenommen, die Fliissigkeit mit Bleiessig 
versetzt. Das Filtrat vom Bleiniederschlage befreiten wir mittels 
Schwefelwasserstoff vom Blei und dunsteten es sodann zum 
Sirup ein. Mit diesem Produkt vereinigten wir den Sirup, der 
in ganz gleicher Weise aus der von den Kornern abgegossenen 
alkoholischen Fliissigkeit erhalten worden war (es mubte ftir 
moglich erklirt werden, dali der auf die milchreifen K6érner 
gegossene Alkohol, der durch das in diesen Kornern enthaltene 
Wasser verdiinnt wurde, eine kleine Menge von Aminosiuren 
in LOsung gebracht hatte). Dann behandelten wir diesen Sirup, 
welcher Kohlenhydrate in reichlicher Menge enthielt, mit Alkohol 
und Salzsiiture nach der Vorschrift von E. Fischer, um die 
darin sich vorfindenden Monoaminosiauren in Kster iberzuftihren. 
Diese Ester wurden sodann mittels Ather extrahiert und spiiter 
der Destillation im Vakuum unterworfen. Bei der Verseifung 
lieferten sie ungefiihr 0,5 g eines Produkts, das nach seinem 
Verhalten fiir ein Gemenge von Monoaminofettsiuren (Leucin 
und Valin) erklirt werden konnte. 

Die im Jahre 1909 zur Untersuchung gelangten milch- 
reifen Weizenkoérner, von denen wir einige Kilogramm zur Ver- 
fiigung hatten, wurden in frischem Zustande moglichst fein 
zerkleinert, dann bei ca. 50° mit Wasser extrahiert. Den Ex- 
trakt befreiten wir von den durch bleiessig fiillbaren Stoffen 
und teilten ihn sodann in 2 Halften; die eine wurde mit Mercuri- 
nitrat, die zweite, nach dem Ansiiuern mit Schwefelsiiure und 
darauffolgender Filtration, mit Phosphorwolframsiiure versetzt. 
Die bei Zerlegung des Mercurinitratniederschlages erhaltene 
Losung lieferte auch in diesem Falle kein Asparagin. Wir 
suehten dieselbe nun noch einer Reinigung zu unterwerfen, 
indem wir sie mit Phosphorwolframsiiure versetzten und den 
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durch dieses Reagens erzeugten Niederschlag durch Filtration 
entfernten; das Filtrat versetzten wir, nachdem es von der 
iiberschtissigen Phosphorwolframsaéure mit Hilfe von bleiessig 
befreit worden war, wieder mit Mercurinitrat; auch der jetzt 
durch dieses Reagens erhaltene Niederschlag lieferte bei der 
Zerlegung kein Asparagin. 

Die bei Zerlegung des Phosphorwolframsiiureniederschlages 
erhaltene, mit Salpetersiure neutralisierte Basenldsung gab mit 
Silbernitrat eine Fiillung, die allem Anschein nach Alloxur- 
basen enthielt. Aus dem Filtrat suchten wir nach bekanntem 
Verfahren durch Fiillung mit Silbernitrat und Barytwasser 
Histidin und Arginin zu gewinnen. Die Histidinfraktion des 
Niederschlages war an Menge hoéchst gering und wurde daher 
nicht weiter untersucht. Aus der an Quantitiét etwas gréferen 
Argininfraktion vermochten wir diese Base nicht zu isolieren. 
Die bei Zerlegung dieser Fraktion erhaltene, mit Salpetersiiure 
neutralisierte Loésung lieferte beim Verdunsten keine Krystalle 
von Argininnitrat. Wir erwérmten die Losung nun mit reinem 
Kupfercarbonat, wobei eine tiefblaue Fliissigkeit entstand, doch 
gelang es nicht, aus derselben Krystalle von Argininkupfernitrat 
zu gewinnen. Die mittels Schwefelwasserstoff wieder vom Kupfer 
befreite Lésung gab jedoch mit Phosphormolybdansiure, Kalium- 
wismutjodid und Nesslerschem Reagens Niederschliige, wie 
sie durch diese Reagenzien in einer Argininnitratlosung hervor- 
gebracht werden. 

Wie oben erwiihnt worden ist, brachte Phosphorwolfram- 
siiure in der bei Zerlegung des Mercurinitratniederschlages er- 
haltenen Losung eine Fiallung hervor. Da diese Fallung Arginin 
einschlieben konnte, so haben wir sie auf diese Base unter- 
sucht: wir vermochten letztere aber auch in diesem Falle nicht 
Zu isolieren. 

Bei dem Versuche, aus unreifen Weizenkornern Asparagin 
und Hexonbasen darzustellen, hatten wir also ebenso geringen 
Erfolg wie Nedokutschajew. Dagegen konnten wir aus solchen 
K6rnern Monoaminosiiuren gewinnen; die Ausbeute an diesen 
Stoffen war aber dufberst gering. Es ist nun noch zu erwaéhnen, 
dafh' wir ein Produkt eigentiimlicher Art aus der alkoholischen 
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Losung erhielten, die sich beim Aufbewahren der milchreifen 
Korner unter Alkohol gebildet hatte. Durch den Alkohol, der 
selbstverstandlich den grOften Teil des in jenen Kérnern ent- 
haltenen Wassers aufgenommen hatte, war neben Kohlenhydraten 
auch eine proteinartige Substanz gelést worden. Als wir jene 
alkoholische Losung, nachdem sie von den Kornern abfiltriert 
worden war, bei gelinder Wiirme in einer Schale eindunsteten 
und den dabei erhaltenen Verdampfungsriickstand mit kaltem 
Wasser behandelten, blieb ein griinlich gefarbter Riickstand,') 
der an der Luft zu einer harten, zerreiblichen Masse aus- 
trocknete. Er loéste sich langsam in heifem verdiinntem Al- 
kohol. Auch kalte, stark verdiinnte Natronlauge wirkte loésend: 
in der LoOsung entstand bei der Neutralisation eine Fallung. 
Der Stickstoffgehalt dieses Produktes, bestimmt nach dem Ver- 
fahren von Kjeldahl, betrug im Mittel 12,259/o. Der Phos- 
phorsduregehalt des Produktes betrug 0,40°/o (nach der Art 
seiner Darstellung kann dasselbe Phosphatide eingeschlossen 
haben). Um zu priifen, ob diese Substanz die Spaltungspro- 
dukte der Proteine lieferte, haben wir ca. 80 g davon mit ver- 
diinnter Schwefelsiiure (1 Teil konzentrierte Siiure und 3 Teile 
Wasser) 10 Stunden lang am Riickflubkiihler gekocht.?) Nach- 
dem die erkaltete Fliissigkeit mit Hilfe von Baryt von einem 
Teile der Schwefelséure befreit worden war, wurde sie mit 
Phosphorwolframsiiure versetzt. Den dabei erhaltenen Nieder- 
schlag verarbeiteten wir nach bekanntem Verfahren. Er lieferte 
Arginin (nachgewiesen durch Uberfiihrung in Argininkupfer- 
nitrat und Bestimmung des Schmelzpunktes dieser Verbindung). 
Auch Histidin und Lysin waren allem Anschein nach vorhanden. 
Doch sind sie, da ihre Quantitét nur gering war, nicht mit 
Sicherheit identifiziert worden. Dem Filtrat vom Phosphor- 
wolframsiiureniederschlage wurde Barytwasser bis zur alka- 
lischen Reaktion zugesetzt. Die vom Niederschlage abfiltrierte 
Fliissigkeit lieferte, nachdem sie stark eingeengt worden war, 


') Wahrscheinlich schlof dieser Riickstand ein wenig Chlorophy!! 
ein und war infolge davon griinlich gefarbt. 

*) Beim Auflésen dieser Substanz in heifer Schwefelsdure blieb ein 
dunkel gefarbter, anscheinend aus Fett bestehender Riickstand. 
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eine aus Tyrosin bestehende Krystallisation. Die Krystalle 
besaBen nicht nur das Aussehen des Tyrosins, sondern gaben 
auch alle Reationen dieser Aminosaure. Das Filtrat vom Tyrosin 
wurde zum Sirup eingedunstet, letzteres sodann mit heifem 
Alkohol unter Zusatz von etwas konzentrierter Ammoniak- 
liissigkeit behandelt. Die dabei entstandene, durch Filtration 
vom Riickstande getrennte Lésung lieferte beim Verdunsten 
Krystalle, die das Verhalten des Leucins zeigten. 

Auf Grund dieser Versuche kann man behaupten, daf das 
beschriebene Produkt ein Protein einschlofi. Es erinnert in seinem 
Verhalten an die in heifem verdiinntem Alkohol léslichen Proteine, 
die man aus Weizenkleber dargestellt hat. Wir konnten aber 
ein solches Produkt auf dem gleichen Wege aus reifen Weizen- 
kérnern, die von dem gleichen Felde stammten, nicht erhalten. 
Bei Ausfiihrung des beziiglichen Versuches tibergossen wir ein 
Kilo solcher Weizenkérner, ohne sie vorher zu zerkleinern, 
mit 95°/oigem Alkohol, trennten nach Verlauf von einigen 
Monaten die schwach gelb gefirbte alkoholische Fliissigkeit 
von den Kérnern und dunsteten sie sodann in gelinder Warme 
ein. Der Verdampfungsriickstand lief sich durch Behandeln 
mit Ather und Wasser in Lésung bringen. Allerdings war 
die von der atherischen Schicht getrennte wisserige LOsung 
nicht ganz klar; doch schien die Triibung nur von einer kleinen, 
nicht in den Ather iibergegangenen Fettmenge herzuriihren. 
Jedenfalls blieb in diesem Falle nicht, wie in dem Versuche 
mit milchreifen Kérnern, ein in Wasser und in Ather unlés- 
licher Riickstand. Bei den reifen Kérnern lagen allerdings wohl 
die Verhaltnisse fiir die Auflésung von Ko6rnerbestandteilen 
durch den Alkohol weniger giinstig als bei den milchreifen 
Kornern. Denn in die letzteren konnte der Alkohol wahr- 
scheinlich besser eindringen; auch erfuhr er durch Aufnahme 
des in den unreifen Kérnern enthaltenen Wassers eine nicht 
unbetrachtliche Verdiinnung. 

Zum Schlusse teilen wir noch die Zahlen mit, die wir 
bei Bestimmung der auf Protein und auf Nichtprotein fallenden 
Stickstoffmenge erhielten.') 

') Die fiir die Analyse bestimmten milchreifen Kérner wurden, nach- 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 32 
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Stickstoff 
im Protein im Nichtprotein 
Milchreife Weizenkérner 1,83 °/o 0,11 °/o 
Reife Weizenkérner 224% 0,16 °/o 


Fir die Verteilung des Gesamtstickstoffs auf Protein und 
Nichtprotein berechnen sich daraus folgende Zahlen: 
Von 100 Teilen des Gesamtstickstoffs fallen 


auf Protein auf Nichtprotein 
Milchreife Weizenkorner 94,3 %/o 5,7 °/o 
Reife Weizenkérner 93,3°%,o | 6,7° 


III. Autolysenversuche mit unreifen Samen von Pisum sativum und 
Phaseolus vulgaris. 


Wie schon in der Einleitung gesagt wurde, kann man 
es als bewiesen betrachten, daf} zur Proteinsynthese in reifenden 
Samen nichtproteinartige Stickstoffverbindungen, die den Samen 
aus anderen Pflanzenteilen zufliefen, verwendet werden. Wie 
aber diese Synthese verlauft, wissen wir nicht; es lassen sich 
dartiber zurzeit nur Vermutungen aussprechen. Modglich ist es, 
dai die als Baustoffe der Proteinmolekiile den Samen zuge- 
fuhrten oder in ihnen synthetisch gebildeten Stickstoffverbin- 
dungen sich unter Austritt von Wasser zu Protein zusammen- 
fiigen, ein Vorgang. der vielleicht durch ein Enzym_ bewirkt 
wird.!) Im Gegensatz zu dieser Hypothese hat man aber auch 
die Vermutung ausgesprochen, daf in den Samen die ihnen 
als Material ftir die Proteinsynthese von aufen zugefiihrten 
Stickstoffverbindungen zunachst einem Abbau unter Bildung von 
Ammoniak yerfallen und daB aus letzterem unter Mitwirkung 


stickstofffreier organischer Stoffe Protein entsteht. 


dem sie zuvor unter absolutem Alkohol aufbewahrt worden waren, bei 
59—4#)° getrocknet, dann fein zerrieben. Den fir die Analyse abgewogenen 
Quantitaten des Pulvers wurde selbstverstandlich der entsprechende Te! 
des Extrakts, der beim Aufbewahren der Kiérner unter Alkohol sich ge- 
hildet hatte, hinzugefiigt. 


') Diese Hypothese ist in der oben zitierten Abhandlung tiber den 


Abbau und den Aufbau organischer Stickstoffverbindungen in den Pflanzen 
von EF. Schulze auf S. 656 u. ff besprochen worden: wir verweisen aul 
das dort Gesagte, 
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Von vornherein kann es fiir wahrscheinlich erklirt werden, 
dafB ein zur Ammoniakbildung fiihrender Abbau jener Stick- 
stoffverbindungen in den reifenden Samen durch Enzyme bewirkt 
werden wiirde. Das Vorhandensein solcher Enzyme miibte sich 
aber auch bei der Autolyse der unreifen Samen bemerklich 
machen. Dieser Gedanke veranlabte uns zur Ausfiihrung der 
im folgenden beschriebenen Versuche mit unreifen Samen von 
Pisum sativum und Phaseolus vulgaris. Uber die Anordnung 
dieser Versuche sind hier zunichst einige Angaben zu machen. 

Unter den aus den Hiilsen den reifenden Samen zu- 
fliebenden Stickstoffverbindungen tiberwiegt seiner Menge nach 
das Asparagin. Findet in den reifenden Samen ein Abbau 
von Stickstoffverbindungen in der angegebenen Weise statt, 
so ist anzunehmen, dal} derselbe auch das Asparagin betrilft. 
Dies muff bei Autolyse der Samen zutage treten. Da aber 
der Asparagingehalt der unreifen Pisum- und Phaseolussamen 
sehr gering war, so haben wir in jedem Versuche ein abge- 
wogenes Quantum von Asparagin zugesetzt. Um zu erfahren, 
inwieweit dieses Amid zersetzt worden war, liefien sich zwei 
verschiedene Wege einschlagen. Entweder konnten wir fest- 
stellen, wieviel Asparagin nach Beendigung des Versuchs sich 
wiedergewinnen lie{, oder wir konnten die wahrend des Ver- 
suchs entstandene Ammoniakmenge bestimmen. Wir haben 
den ersten Weg gewdhlt, da derselbe uns gréfere Sicherheit 
zu gewihren schien.!) Zur Wiedergewinnung des nach Be- 
endigung der Autolyse noch vorhandenen Asparagins wurde 
der Inhalt des Versuchsk0lbchens aufs Filter gebracht und mit 
Wasser gut ausgewaschen. Aus dem Filtrat entfernten wir 
zunachst die durch Phosphorwolframsaure fiillbaren Stoffe. 
Dann wurde die Fliissigkeit mit Bleiessig versetzt und wieder 
aufs Filter gebracht. Dem Filtrat vom Bleiniederschlage fiigten 
wir Mercurinitrat in schwachem Uberschuf zu. Den durch 
dieses Reagens hervorgebrachten Niederschlag zersetzten wir, 
nachdem er abfiltriert und mit Wasser ausgewaschen worden 


') Dies ist schon dadurch bedingt, daf, Ammoniakbildung wihrend 
der Autolyse, aufer auf Kosten von Asparagin, auch auf Kosten anderer 
in den Samen enthaltener Stickstoffverbindungen erfolgen konnte. 


oa 












FE. Schulze und E. Winterstein, 


war, durch Schwefelwasserstoff. Das Filtrat vom Schwefel- 
quecksilber wurde mit Ammoniak neutralisiert und sodann in 
gelinder Warme zum Sirup eingedunstet. Die nach dem Er- 
kalten aus diesem Sirup sich ausscheidenden Asparaginkrystalle 
wurden nach Verlauf von einigen Tagen von der Mutterlauge 
getrennt, getrocknet und gewogen. Da aber, wie kaum gesagt 
zu werden braucht, die Abscheidung des Asparagins auf diesem 
Wege mit betrichtlichem Substanzverlust verbunden ist, so 
muften wir mit jeder der von uns verwendeten Samenarten 
zwei Versuche (a und b) anstellen. Im Versuch a wurde das 
Kélbchen, nachdem es mit den fein zerriebenen Samen, dem 
Asparagin und der erforderlichen Wassermenge beschickt worden 
war, ca. 1 Stunde lang in kochendem Wasser erhitzt, um die 
in den Samen vorhandenen Enzyme unwirksam zu machen, 
im Versuch b geschah dies nicht. Beide Kolbchen wurden 
sodann ca. 4 Wochen lang auf eine Temperatur von ca. 35—38° 
erwirmt. Hierauf wurde ihr Inhalt in der oben angegebenen 
Weise behandelt. Aus einer Vergleichung der aus dem Inhalt 
der beiden Kélbchen wiedergewonnenen Asparaginquantitaten 
lie} sich erkennen, ob durch die in den Samen enthaltenen 
Enzyme Asparagin umgewandelt worden war. 

Die fiir diese Versuche verwendeten Kodlbchen waren 
zuvor durch Erhitzen auf ca. 150° sterilisiert worden; wahrend 
des Versuchs wurden sie mit Baumwollpfropfen verschlossen. 
Als Antiseptikum wurde dem Inhalte eines jeden Kolbchens 
Chloroform und 0,5 g Fluorkalium zugefiigt: ferner wurde die 
im Kélbchen befindliche Fliissigkeit mit Toluol tiberschichtet. 

Die fiir unsere Versuche verwendeten Samen waren in 
dem weiter oben mit II bezeichneten Entwicklungsstadium ge- 
erntet worden — also in einem Zeitpunkte, in welchem ein 
starkes Wachstum der Samen und eine rasche Zunahme ihres 
Proteingehalts erfolgten. Die Samen von Pisum sativum waren 
unmittelbar nach der Ernte in absoluten Alkohol geworfen 
und, nach mehrtiigigem Verweilen unter letzterem bei 35—40° 
getrocknet, hierauf fein zerrieben worden. Die Samen von 
Phaseolus vulgaris wurden in ganz frischem Zustande ver- 
wendet; vor dem Zerreiben wurden sie mit 1°/ooiger Sublimat- 
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jjsung gewaschen. Im folgenden teilen wir die in diesen Ver- 
suchen erhaltenen Resultate mit. 


Versuche mit Samen von Pisum sativum. 


In jedes der beiden KOlbchen wurden 10 g der lufttrocknen, 
fein zerriebenen Samen, 2 g Asparagin, die erforderliche Wasser- 
menge und die oben angegebenen Antiseptika gebracht. Dauer 
der Autolyse: 4 Wochen. Wiedergewonnen wurden 

im Versuch a 1,15 g Asparagin, 
» » b 1,07 » > 


Versuche mit Samen von Phaseolus vulgaris. 


In jedes der beiden Kdlbchen wurden 37 g der frischen, 
fein zerriebenen Samenkorner, 2 g Asparagin, die erforderliche 
Wassermenge und die oben angegebenen Antiseptika gebracht. 
Dauer der Autolyse: 4 Wochen. Wiedergewonnen wurden 

im Versuch a 1,03 g Asparagin, 
> > b 1,06 » » 


Wie man sieht, haben wir in allen 4 Versuchen etwas 
mehr als 1 g Asparagin wiedergewonnen. Ein Unterschied 
zwischen den Versuchen a und b zeigte sich also nicht. Daraus 
ist zu schlieBen, dafi ein Abbau des Asparagins wiahrend der 
Autolyse nicht erfolgt war. Wir konnten also nicht nach- 
weisen, dafi in den reifenden Pisum- und Phaseolussamen ein 
Enzym sich vorfand, durch welches Asparagin unter Bildung 
von Ammoniak zersetzt wurde. 

DaB in allen Versuchen nur ein Teil des zugesetzten 
Asparagins wiedergewonnen werden konnte, ist leicht zu er- 
klaren. Dieses Amid wird durch Mercurinitrat aus einer LOsung 
nicht quantitativ gefallt; auch krystallisiert dasselbe aus der 
bei Zerlegung des Niederschlags mittels Schwefelwasserstoff 
erhaltenen Lésung nicht vollsténdig aus. Ferner muf es als 
moglich bezeichnet werden, dafi wihrend des 4 Wochen lang 
dauernden Erwirmens der schwach sauer reagierenden Fliissig- 
keit auf 35—40° ein kleiner Teil des Asparagins hydrolysiert 
worden war. Endlich kann es nicht fiir véllig sicher erkliirt 
werden, daf durch die angewendeten Antiseptika das Vorhanden- 
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sein lebensfahiger Mikroben in den Versuchsfliissigkeiten ganz 
vollstandig verhindert worden ist. 

Dafi die aus unseren Versuchsfliissigkeiten wiederge- 
wonnenen Krystalle wirklich Asparagin waren, wiesen wir, 
auBer durch die Anstellung von Reaktionen, durch die Aus- 
fiihrung von Krystallwasserbestimmungen nach. Diese Bestim- 


mungen lieferten folgende Resultate: 
1. 0.1200 g Substanz verloren beim Trocknen 0,0148 g = 12,33°/o 
an Gewicht. 
2. 01500 g Substanz verloren beim Trocknen 0,0187 g = 12,46 °/o 
an Gewicht. 
Nach der Theorie enthalt das Asparagin 12,0°/o Krystallwasser. 


\ Zusammenfassung der Resultate. 

Wenn man reifende Leguminosensamen in verschiedenen 
Stacien ihrer Entwicklung untersucht, so zeigt sich, daf wah- 
»s Reifens der Prozentgehalt an Protein sehr stark steigt, 
der prozentige Gehalt der Samen an «Nichtprotein- 
abnimmt. Um entscheiden zu kénnen, ob die absolute 
Menge de& «Nichtproteinstickstoffs» wiahrend des Reifens sich 
verringert Rat, geniigt es aber nicht, die prozentige Zu- 
sammensetzung «er reifen und unreifen Samen zu ermitteln;!) 
man mus auch fststellen, wieviel Stickstoff in der gleichen 
Anzahl von Samen’ auf Protein und auf Nichtprotein fallt. Bei 
den Samen von Phaseolus vulgaris konnte man auf letzterem 
Wege eine Abnahme des «Nichtproteinstickstoffs» wahrend des 
Reifens nicht nachweisén. Anders ist es bei den Samen von 
Pisum sativum; hier zeigie sich, dafi 100 Stiick Samen nach 
dem Ausreifen weniger Nightproteinstickstoff enthielten, als in 
unreifem Zustande. Doch Wer die Differenz nicht so gro, als 
man nach der grofen Versckicdenheit des prozentigen Nicht- 
proteinstickstoffgehalts der rei und der unreifen Samen hitte 
erwarten kénnen. Alle Beobatstungen sprechen dafiir, dab 
in den reifenden Samen die den \#tzteren als Material fiir die 
Proteinsynthese aus anderen Pflanzénteilen zuflie{enden nicht- 
proteinartigen Stickstoffverbindunger in der Regel sehr rasch 
fiir jene Synthese verwendet werden. 
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Die Tatsache, dali bei den Leguminosen aus den Samen- 
hiilsen stickstoffhaltige Stoffe als Material fiir die Proteinsynthese 
in die reifenden Samenkorner tibergehen, macht es wiinschens- 
wert, die Qualitaét der in den Samenhiilsen sich vorfindenden 
nichtproteinartigen Stickstoffverbindungen festzustellen. Wir 
fanden, dab die Samenhiilsen von Pisum sativum neben einer 
ansehnlichen Quantitét von Asparagin in kleiner Menge Ar- 
ginin, Histidin, Tryptophan, Monoaminofettsauren, 
sowie Cholin und Trigonellin enthielten. Die gleichen Stoffe 
fanden sich auch in den Samenhiilsen von Phaseolus vulgaris. 
Das in solchen Hiilsen enthaltene Gemenge nichtproteinartiger 
Stickstoffverbindungen besitzt in bezug auf seine Zusammen- 
setzung sehr grofe Ahnlichkeit mit demjenigen, das in den 
Keimpflanzen der Leguminosen aus den Cotyledonen und den 
Stengeln der Wurzelspitze und den blattchen zuflieft und in 
diesen Teilen ohne Zweifel als Material fiir die Proteinsynthese 
verwendet wird. 

Das in den unreifen Samen von Pisum sativum enthaltene 
Gemenge nichtproteinartiger Stickstoffverbindungen wich in bezug 
auf die quantitative Zusammensetzung sehr stark von demjenigen 
ab, welches in den zugehdrigen Samenhiilsen sich vorfand. 
In letzterem tiberwiegt der Menge nach das Asparagin, wahrend 
dieses Amid in den unreifen Samen nur in sehr kleiner Quan- 
titat gefunden wurde. Dagegen enthalten diese Samen Glu- 
tamin, welches in den Hiilsen vielleicht in sehr kleiner Menge 
enthalten sein kann, aber doch darin bis jetzt nicht nachge- 
wiesen worden ist. Arginin tritt in den unreifen Samen in 
weit gréBerer Menge auf, als in den Hiilsen. Tryptophan war 
in den Hiilsen nachzuweisen, in den unreifen Samen dagegen 
nicht. Der sehr geringe Gehalt der Samen an Asparagin labt 
sich durch die Annahme erkliaren, dafi dieser aus den Hiilsen 
in bedeutender Menge den Samen zuflieBbende Stoff in den 
letzteren rasch zur Proteinsynthese verwendet wurde. Wenn 
dagegen das Glutamin fiir diese Synthese nur sehr langsam 
oder gar nicht verbraucht wurde, so erkliri es sich, dab dieses 
Amid, auch wenn es aus den Hiilsen nur in sehr kleiner Menge 
in die Samen tiberging, in den letzteren doch in einer fiir seinen 
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Nachweis geniigenden Quantitaét sich anhaufte. Ob ixan in a 
gleichen Weise auch die Anhiiufung von Arginin in‘glen ut 
reifen Samen erkliiren kann, ist fraglich; es scheint "gst, dal} 
man eine synthetische Bildung dieser Base in den ® reifen 
Samen annehmen muf.') Mag man nun aber die im @rigen 
besprochenen Erscheinungen in dieser oder in einer aieren 
Weise erkliren wollen, so sind dieselben doch jedenfalM™ bei 
der weiteren Erforschung der Proteinsynthese in reife§den 
Samen zu beriicksichtigen. ; 
Milchreife Samenkérner von Triticum vulgare enthielte; 
nichtproteinartige Stickstoffverbindungen nur in héchst geringe1 
Menge. Asparagin konnte aus diesen Samenkornern nicht wf 
f 


” 






gestellt werden. Arginin schien in sehr kleiner Quantitat vor- 
handen zu sein, konnte aber nicht rein dargestellt und daher 
auch nicht sicher nachgewiesen werden. Monoaminofettséuren 
fanden sich in sehr kleiner Menge vor. 

Es gelang uns nicht, in den unreifen Samen von Pisung 
sativum und Phaseolus vulgaris durch Autolysenversuche da 
Vorhandensein eines Enzyms nachzuweisen, durch welche 


Asparagin unter Ammoniakbildung zersetzt wurde. 


E 


') Wir verweisen auf die am Schluf des Abschnitts II dieser at 
handlung sich findende Diskussion der in jenem Abschnitt mitgeteiltef 
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Uber Bindegewebsverdauung. 
Von 
Rob. Baumstark und Otto Cohnheim. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Marz 1910.) 


Kiihne und Ewald haben durch histologische Unter- 
suchungen einwandfrei dargetan, dafs das Trypsin des Pankreas- 
sekrets ungekochtes kollagenes: Bindegewebe nicht verdaut und 
A. Schmidt hat diese Tatsache als Fundament fiir seine be- 
kannte Bindegewebsprobe beanie jagt in seiner «Funktions- 
priifung des Darms»: «Rohes odeF, gertuchertes Bindegewebe 


vermag der Darm iiberhaupt nicht zu verdauen, hat es einmal 
den Pylorus ungelést passiert, so wird “i Ballast bis zur 


Defikation mitgefiihrt. » | 

Gegen diese Auffassung mute Cohnheim Einspruch er- 
heben, da er bei Verdauungsversuchen an seinen Duodenal- 
fistelhunden sah, dai auch bei erhaltenem Pylortsreflex, also 
bei ganz physiologischem Ablauf der Magenverdavung nach 
Verabreichung des Fleisches in gehackter Form (analog der 
Schmidtschen Probediit) eine nicht unbetrachtliche Menge 
des Fleisches als Stiickchen mit erhaltenem Bindegewebsgeriist, 
also nur angedaut, den Pylorus verlaBt. Trotzdem aber er- 
scheint im Stuhl normalerweise kein Bindegewebe wieder. Das 
Bindegewebe, das in den erhaltenen Fleischstiickchen den Pylorus 
passiert, wird also nicht, wie Schmidt meint, unverandert als 
Ballast bis zur Defiikation weitergefiihrt, sondern wird im Darm 
vollstandig gelést. 

Da bisher keine Tierexperimente tiber diese Fragen vor- 
liegen, haben wir zur Klarstellung dieses Widerspruchs und 
der ganzen in Frage stehenden Verhiltnisse eine Versuchsreihe 
mit 5 Hunden angestellt. 








\ 
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Versuchsanordnung. | 
fo 
1. Versuche in vitro. ; 
2. > an 2 pankreasexstirpierten Hundén. 
3 1 Magenfistelhund. 
4 1 Duodenalfistelhund. 


d. >» | Jejunalfistelhund. 


Versuche in vitro. 


Wir haben rohe Fleischstiickchen von 2—3 cm Lange und 
| #s: Durchmesser mit natiirlichem Pankreassekret 36 Stunden 
unter, Zohielzusatz im Brutschrank verdaut. Den Pankreassaft 
cowste wig aus der Duodenalfistel durch Salzsaureeinspritzung ; 
er enthielt afwas Galle beigemengt und wurde durch etwas 
Darmextrakt eres anderen Hundes aktiviert. Nach 36 Stunden 
waren die Musk«!iasern vollstaéndig aus dem erhaltenen Binde- 
gewebe herausged abt. Das Bindegewebsgertist der Fleisch- 
stiickchen war vollsygandig zusammenhangend schlauchartig er- 
halten. Die mikrosk6y+sch& Untersuchung bestiatigte, dab das 
Bindegewebe erhalten, ¢:. Miuskelfasern restlos verdaut waren. 
Herr Professor Ewald li@te “ye groBe Liebenswiirdigkeit, in 
diesen und den folgenden ‘Vers 1en unsere mikroskopische 
Untersuchung zu bestitigen, wof¥&,wir ihm auch an dieser 
Stelle bestens danken. % 

Dieser kiinstliche Verdauungsve%; zh fiihrt also zu dem- 
selben Resultat wie die histologischerf,ntersuchungen von 
Kiihne und Ewald und zeigt, dab der girmsaft resp. das 
Trypsin des Pankreassekrets rohes Bindegew@te nicht angreift. 

Die beiden des Pankreas beraubtéqaHunde 
schieden nach Fleischfiitterung grobe Mengen Yes Fleisches 















wieder aus, das in makroskopischen feinen Faserijndeln und 
mikroskopisch in ganze Priparate einnehmenden Muskeischichten 
nachzuweisen war. Bindegewebe fand sich aber ebensowenig 
wie in dem Stuhl gesunder Hunde. Der Ausfall der Pankreas-. 
verdauung war also ohne EinfluB auf die Bindegewebsverdauung. 

Der Magenfistelhund wurde am 3. Februar operiert. 
Es war ein kleines Tier von 4 kg mit einer fiir den Magen zu 
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groBen Kanile. Deshalb oder aus anderen nicht bekannten 
Griinden lag die Magenverdauung zunichst stark darnieder. 

11. Il. 10 Probefriihstiick. Nach einer Stunde Offnen 
der Fistel. Brot vollig unverdaut, fast ganz trocken, wenige 
Tropfen Fliissigkeit, schwach sauer. Titration wegen Mangels 
an Fliissigkeit unmdglich. 

An den folgenden Tagen Fiitterung mit Fleisch, das reich- 
lich Bindegewebe enthielt. 

12. Il. 10 im Kot massenhaft grobe Stiicke Bindegewebe. 

15. Il. 10 im Kot reichlich Bindegewebsfetzen. 

16. II. 10 Probefriihstiick. 1 Stunde danach Offnen der 
Fistel. Brod schlecht zerkleinert, kaum angedaut, Kongo po- 
sitiv. Viel zu wenig Fliissigkeit zum Titrieren. 

21. Il. 10 Probefriihstiick. 1 Stunde danach Offnen der 
Fistel. Inhalt viel besser verdaut, teilweise verfliissigt. Kongo 
kaum positiv. GAc = 80. 

3 Gazesackchen mit rohen Fleichstiickchen in die Fistel, 
Fleischfiitterung. 

22. I]. 10. Weder in den 3 Sackchen noch sonst im Stuhl 
Bindegewebe zu finden. 

24. Il. 10. Desgleichen, Bindegewebe aus weiteren Sickchen 
herausgedaut. 

24. I]. 10. P. F., anniihernd normales Aussehen des Magen- 
inhalts, vielleicht noch etwas weniger verfliissigt als normal, 
aber gut verdaut. Kongo positiv, HC] = 9, GAc = 71. 

Bei diesem Hunde bestand also schon bei der ersten 
Untersuchung nach Anlegung der Magenfistel im Fundusteil des 
Magens eine Magenerkrankung mit fast vollstandigem Versiegen 
der Magensaftsekretion, ein Krankheitsbefund, wie wir ihn beim 
Menschen als sub- oder anaciden Katarrh bezeichnen wiirden. 
In diesem Stadium lag nun die Bindegewebsverdauung bei dem 
Hunde vollstindig darnieder, es wurden grofie Mengen grofber 
Bindegewebsfetzen im Stuhl wiedergefunden. 

Mit dem Abklingen der Erkrankung und der allmiéhlichen 
Wiederherstellung normaler Magensaftsekretion dnderte sich 
auch der Faecesbefund, es war schlieflich bei normaler Magen- 
saftsekretion kein Bindegewebe mehr im Kot zu finden und 
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auch das Bindegewebe der in Gazesiackchen eingeschlossenen 
Fleischstiickchen war vollstandig verdaut. Hier war also die 
Bindegewebslienterie an die Insufficienz der Magenverdauung 
gebunden. 


Versuche an einem Duodenalfistelhund. 


Wir haben einem Hunde, dem nach Cohnheim eine Duo- 
denalfistel direkt unter dem Pylorus angelegt war, in Schmidtsche 
Gazesickchen eingebunden rohe Fleischstiickchen gegeben, teil- 
weise per os bei der Fiitterung, teilweise bei leerem Magen 
durch die Kaniile in den Diinndarm eingeschoben, also mit 
Umgehung des Magens. 


Tabelle der Versuche. 








Datum | Magen-  Einflu® der | Darm- | Einfluf der 
sickchen Magenverdauung sackchen | Darmverdauung 
] 
13./2. | 1 restlos verdaut 1 | Bindegewebegeriist 
volistiindig erhalten 

15./2. I > > 1 > ‘ 
17./2. l » . 1 ‘ . 
19./2. | I » 1 
21./2 | 1 . : 
23./2 I > 1 
25,./2. I I » 
27./2. 1 1 

1/3. I I 

3/3. = ~ 1 : 

5./3. — — 1 » . 
7/3 * — I » > 
9./3. . 1 a : 


Die 9 per os verabreichten Sackchen waren bei der Unter- 
suchung ausnahmslos absolut leer, aufer dem Muskelfleisch war 
auch das Bindegewebe der eingeschlossenen Fleischstiickchen 
restlos verdaut. 

Ebenso ausnahmslos enthielten die 13 Sackchen mit rohem 
Fleischstiickchen, die durch die Kaniile in den Diinndarm ge- 
geben wurden, das ganze Bindewebegeriist des Fleischstiickchens 
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wohl erhalten und zusammenhingend, wihrend die Muskelfasern 
herausgedaut waren, so dafi selbst bei mikroskopischer Unter- 
suchung keine solchen mehr nachzuweisen waren. Ebenso- 
wenig also wie bei dem Versuche in vitro war in vivo bei dem 
Duodenalfistelhunde eine das rohe Bindegewebe verdauende 
Kraft des Pankreassaftes zu erweisen, wahrend das restlose Ver- 
schwinden des Bindegewebs in den per os gegebenen Siickchen 
bei dem Duodenalfistelhund und die Bindegewebslienterie des 
erkrankten Magenfistelhundes sowie das Verschwinden derselben 
bei der Wiederherstellung der Magensaftsekretion die rohes 
Bindegewebe verdauende Eigenschaft des Magensaftes dartun. 

Also ist die Schmidtsche Lehre, die seiner Bindegewebs- 
probe zugrunde liegt, berechtigt. Aber wie ist es zu erklaren, 
dafi erhaltenes Fleisch den Pylorus passieren und dann doch 
verdaut werden kann? Handelt es sich bei der Pepsin-Salz- 
siureverdauung des Bindegewebes um ein Zuginglichmachen 
fiir die Pankreasverdauung oder um eine Fortsetzung der Magen- 
verdauung im Darm? Zur Entscheidung dieser Frage zogen 
wir noch andere Versuche heran. 



















Versuch in vitro. 






Einmal unterwarfen wir einige beim normalen Verdauungs- 
versuch aus der Darmfistel kommende Fleischstiickchen von 
1—2 cm Liinge und !2 cm Durchmesser der Nachverdauung 
unter Toluolzusatz im Brutschrank bei 38° C. und konstatierten, 
da nach 24 Stunden die Verdauung weitere Fortschritte ge- 
macht hatte, so dafi die vorher kompakten Fleischstiickchen 
vollstandig zerfallen waren und von dem vorher zusammen- 
hingenden Bindegewebsgeriist so gut wie nichts mehr nach- 
zuweisen war. 

Die Pepsin-Salzsiureverdauung war im Brutschrank also 
weiter unterhalten und fortgesetzt worden. Aber war das im 
Korper mdglich? 














Jejunalfistelhund. 






Wir legten einem Hunde eine Darmfistel 37 cm unterhalb 
des Pylorus an. Wir konnten an diesem Hund feststellen, daf 
der wahrend der Verdauung aus dieser Fistel abfliefiende Darm- 
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inhalt stark sauer war. Bei verschiedener Nahrung bestimmten 
wir durch Titration mit Phenolphthalein Aciditaéten zwischen 
4) und 80. Eine so weite Strecke hinter dem Pylorus findet 
also noch Pepsin-Salzséureverdauung statt. Da bei dieser 
starken Salzsiurereaktion Pankreasverdauung ausgeschlossen 
ist, handelt es sich also auch bei der Verdauung des ungelést 
aus dem Magen in den Darm tibertretenden Bindegewebes um 
eine Fortsetzung der Pepsin-Salzsiureverdauung und nicht um 
ein Zuganglichmachen fiir die Pankreasverdauung. 

Die Bindegewebsverdauung durch das noch im Darm 
wirkende Pepsin ist eine vollsténdige. Als wir den Hund mit 
rohem feingehacktem Fleisch fiitterten, von dem 40°/o den 
Pylorus ungelést passieren!), konnten tiberhaupt keine zu- 
sammenhingenden Fleischstiickchen in der Jejunalfistel be- 
obachtet werden. 

Die Erklirung der Widerspriiche in der Frage der Binde- 
gewebsverdauung ist also die, daf rohes Bindegewebe tatsiich- 
lich nur durch Pepsin-Salzsaure verdaut werden, daf aber diese 
Verdauung noch jenseits des Pylorus im Darm geschehen kann. 

Die Schmidtsche Bindegewebsprobe ruht also auf einer 
sicheren Grundlage. 


') QO. Cohnheim, Miinchener mediz. Wochenschr., 1907, S. 2581 
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In der vorhergehenden Mitteilung haben wir einen Hund 
mit einer Jejunalfistel beschrieben. Wir haben diesen Hund zu 
einer Reihe weiterer Beobachtungen benutzt. Die Fistel lag — 
bei der Sektion gemessen — 37 cm unterhalb des Pylorus, etwa 
9 cm von der Stelle, an der der Diinndarm mit ganz kurzem 
Mesenterium an der Riickwand angeheftet ist, die Stelle, die 
man beim Hunde wohl als Grenze zwischen Duodenum und 
Jejunum bezeichnen kann. Es wurde eine Kaniile mit Kinspritz- 
vorrichtung wie an den Duodenalfisteln eingefiihrt, die glatt 
einheilte. 

Aus dieser Kaniile entleerte sich nun der Darminhalt in 
kraftigen Schiissen, die aus der Kaniile in derselben Weise 
und mit derselben Energie herausgespritzt wurden, wie es bei 
Duodenalfisteln der Fall ist. Wenn der Hund reichlich Fliissig- 
keiten soff — wir haben ihm mehrmals Bouillon gegeben, 
auferdem Milch, Wasser und ein Probefriihstiick —, so begann 
die Entleerung 1—2 Minuten nach dem Anfang des Saufens, 
und die Schtisse folgten sich recht regelmafig alle 14—16 Se- 
kunden, also 4 in der Minute; die Schiisse waren ungleich grob: 
im Durchschnitt betrug jeder etwa 6 ccm. Bekam der Hund 
Fleisch oder Brot, die im Magen und im Duodenum erst ver- 
fliissigt wurden, so waren die Schiisse kleiner — etwa 1 cem — 
und erfolgten mit geringerer Regelmiibigkeit, zeitweise etwa im 
gleichen Tempo, wie bei den Flissigkeiten, zeitweise mit Pausen 
von 30—50 Sekunden. 
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Wir haben nun das aus der Fistel Herausgespritzte ab- 
wirts eingespritzt — der im Darm liegende Schlauch war 
17 cm lang —, und beobachteten dabei, dafi die Entleerungen 
aus der Kaniile durch diese Einspritzungen gehemmt wurden, 
wieder in ganz derselben Weise, wie die Entleerungen des 
Magens aus einer Duodenalfistel durch Einspritzungen in das 
Duodenum gehemmt werden. In der Regel haben wir das aus 
der Kantile AusflieBende, nachdem es gemessen war, wieder 
eingespritzt, ferner haben wir Wasser von Korpertemperatur 
und Salzsdure von 0,2 °/o eingespritzt. Wasser bewirkt nur eine 
geringe Hemmung der Bewegung. Bei der Verabreichung von 
Fliissigkeiten fielen meist nur 1 oder auch 2 Entleerungen aus, 
einigemale war gar keine deutliche Einwirkung zu sehen. Ein- 
spritzung von 20 cem 0,2°/oiger Salzséure oder von Darminhalt 
nach Fleischfiitterung bewirkte bei Flissigkeiten eine Hemmung 
von durchschnittlich 3 Minuten, bei Fleischfiitterug von 3 bis 
) Minuten. Auch waren die Pausen bis zum 2. und 3. Schuh 
noch meist etwas verlangert. Der 1. Schuf nach einer solchen 
Pause war meist deutlich gréfer als die vorhergehenden Schiisse. 
40 com Wasser konnten wieder eingespritzt werden, ohne dab 
etwas zuriicklief, bei Darminhalt nach Fleisch-, Brei- oder Brot- 
fiitterung konnten 10 ccm ohne Riicklauf eingespritzt werden, 
von 20 cem liefen einige Tropfen zuriick. Von Salzsaure er- 
folgte nach Einspritzung von 20 ccm eine starke riticklaufige 
Entleerung. Worin die Hemmung der Entleerung besteht, geht 
aus diesen Beobachtungen nicht mit Sicherheit hervor. Es kann 
sein, dafh die Bewegungen des Darmes, die zu der Entleerung 
aus der Kaniile fiihren, einfach stillgestellt werden. Es kann 
aber auch sein, daB auf den Reiz der Einspritzung die Ring- 
muskulatur sich sphinkterartig kontrahiert und deshalb die weitere 
Entleerung aufgehoben ist. Das eigentiimliche starke Zuriick- 
laufen des Eingespritzten nach Salzsdéureeinspritzung zeigt viel- 
leicht, daB es sich nicht um ein blofes Aufhéren der Bewegung 
handelt. 

Die schubweise, kraftige Entleerung von fliissigem Darm- 
inhalt aus der Jejunumfistel kann nicht etwa auf der Tatigkeit 
des Magens beruhen; das verbieten die anatomischen Verhilt- 
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nisse, da sowohl der Pylorus wie das Ende des Duodenums 
beim Hunde an der Riickwand des Bauches kurz angeheftet 
sind, das Duodenum aber mit seinem langen Mesenterium sich 
weit von der Riickwand entfernt. Die Fliissigkeit muSte — 
das lieB sich bei der Sektion gut sehen — durch mehrere 
Windungen durchgespritzt werden. Daf der Speisebrei nicht 
unbetrachtliche Zeit im Duodenum verweilt, beweist auch die 
deutlich vorhandene Resorption in einigen Versuchen. 

Die von uns beobachteten Bewegungen sind aber auch 
keine Peristaltik; diese ist langsamer und wird durch festen 
Darminhalt hervorgerufen. Die Spritzbewegungen sind aber 
auch nicht die «rhytmic segmentations», die Cannon!) mit 
Roéntgenstrahlen und Magnus?) am isolierten Darm untersucht 
haben. Ihr Tempo ist ein anderes, 10—12 in der Minute, und 
sie sind nicht fiir eine Fortbewegung geeignet. Vielmehr haben 
wir es mit einer dritten, ganz anderen, Art von Diinndarm- 
bewegungen zu tun, durch die fliissiger Darminhalt mit grofber 
Schnelligkeit fortbewegt wird. Bei der Aufnahme von Fliissig- 
keiten und von solcher Nahrung, die schon im Magen und im 
oberen Duodenum weitgehend oder ganz verfliissigt wird, Milch, 
Fleisch, Brot, Brei, spielen diese Bewegungen aber offenbar 
die entscheidende Rolle. Durch sie werden auch bei trockener 
Nahrung die gewaltigen Mengen der Verdauungssekrete fort- 
bewegt. Mit Wismut- und Réntgenstrahlen lassen sich diese 
Bewegungen offenbar nicht beobachten, weil sie eben nicht 
estes transportieren, sondern fliissigen Inhalt. Und am isolierten 
Darm, zumal in einzelnen Stiicken, hat Magnus hauptsiachlich 
die kurzen, regelmabigen Bewegungen untersucht, die den rhytmic 
segmentations Cannons, den Misch- oder Knetbewegungen, 
entsprechen. Dagegen zeigt der isolierte Darm auch grofere, 
seltenere Bewegungen, die Magnus Tonusschwankungen nennt, 
und die wahrscheinlich unseren Bewegungen entsprechen. Es 
sind wohl dieselben Bewegungen, die man bei erOffneter Bauch- 
hohle, bei Tieren im Kochsalzbad, als das starke Drehen und 


') W. B. Cannon, Americ. Journ. of Physiol., Bd. VI, S. 251 (1902) ; 
Bd. XII, S. 3887 (1904). 

?) R. Magnus, Pfliigers Archiv, Bd. Cll, Cll, CVI, CXL. 
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Winden des Darmes sieht, und die von den alteren Beobachtern 
Pendelbewegungen genannt worden sind. Besonders gut sieht 
man sie, wenn ein stark mit Fliissigkeit gefiillter ganzer Darm 
in Ringerscher Losung schwimmt.') Die Ursache der Be- 
wegungen ist bisher nicht bekannt. Gehemmt oder reguliert 
werden sie durch einen Chemoreflex. 

Fiir viele physiologische Beobachtungen ist es von Wichtig- 
keit, zu wissen, dal} die Bewegungen des Diinndarms von unter- 
halb gelegenen Darmabschnitten aus reguliert werden. Bei der 
Magenverdauung hat der eine von uns wiederholt darauf hin- 
gewiesen, dafi Untersuchungen, bei denen der Mageninhalt ein- 
fach aus einer Duodenalfistel aufgefangen wird, nicht unter 
physiologischen Bedingungen angestellt sind. Dasselbe gilt nun 
fiir das Auffangen von Darminhalt aus Darmfisteln ohne Ein- 
spritzung von Darminhalt in die abwarts gelegenen Darmteile. 
Auch hier wiirde man die Verdauung bei einfachem Auffangen 
unter ganz abnormen bedingungen untersuchen. Es gilt das 
fiir die zahlreichen Untersuchungen von London und seinen 
Mitarbeitern. 

Wir haben nun die aus der Kaniile sich entleerende 
Fliissigkeit untersucht, und haben bereits in der vorigen Mit- 
teilung beschrieben, dali bei Fleischfiitterung die Reaktion auf 
Lackmus stark sauer ist. Dasselbe gilt fiir die Fiitterung mit 
Brot, Brei und Suppe (s. u.). An der gelbbraunen Farbe ist 
deutlich zu sehen, dai sich dem Inhalt reichlich Galle bei- 
gemengt hat, und die Aciditét ist erheblich kleiner als am 
Pylorus. Wir haben die Aciditét mit Phenolphthalein titriert, 
ohne indessen bei den komplizierten Verhaltnissen des pepton- 
und gallehaltigen Gemisches viel Wert auf die Zahlen legen 
zu k6nnen. 

Es wurden bis zur Rotung 3,2 bis 8,7 cem "/10-n-NaOH 
fiir 10 cem verbraucht, also Aciditaéten zwischen 32 und 87. 
Die gelbbraune Farbe des Chymus zeigte die Beimischung von 
Galle an, auBerdem kamen zwischen den sauren Schiissen ge- 
legentlich, besonders gegen Ende des Verdauungsversuches, ein- 


') O. Cohnheim, Zeitschrift f. Biol., Bd. XXXVIII, S. 419 (1899). 
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zelne, die heller aussahen und rotes Lackmuspapier blauten, die 
Durchmischung des sauren Chymus mit den Duodenalsekreten war 
also noch nicht vollkommen. Jedenfalls bestehen im Duodenum 
und gewif auch noch weiter herab die Bedingungen fiir Pepsin- 
verdauung, und wir haben in der vorhergehenden Mitteilung 
deren Bedeutung fiir die Bindegewebsverdauung gewiirdigt. Man 
kann in dieser weit in den Darm fortgesetzten Magenverdauung 
ein Analogon zu der von Boldireff festgestellten Darmverdau- 
ung im Magen bei Hunger und sehr fetter Nahrung erblicken. 
So iiberraschend die starke Salzséurereaktion so tief im Darm 
auf den ersten Blick sein mag, so leicht laft sich nachtraglich 
die natiirliche Erklarung finden. Das Prosekretin in der Darm- 
schleimhaut bedarf zu seiner Aktivierung der Resorption groBer 
Mengen Salzsaéure und es ist durch Starling und Bayliss 
erwiesen, dafi die Darmschleimhaut bis zur Mitte des Diinn- 
darms Sekretin enthiilt. 

Wir lassen eine Reihe von Einzelbeobachtungen mit ver- 
schiedener Fiitterung folgen. Der Vergleich der hier aufge- 
fangenen Gewichtsmengen mit den aus der Duodenalfistel ab- 
laufenden!) zeigt, dafi im Duodenum eine recht betrachtliche 
Resorption stattgefunden haben muB. Das rasche Ablaufen von 
Fliissigkeit aus dem Magen war auch an der Jejunumfistel gut 
zu sehen. Warme Bouillon erschien in einem Falle 53 Sekunden 
nach Beginn des Saufens. Das Auslaufen von 350 ccm war in 
20 Minuten beendet. 

Probemahlzeit, bestehend aus Schleimsuppe, Kartoffel- 
brei, gut zerkleinertem Fleisch, etwas menschlichem Speichel, 
zusammen 642 g, dazu im Laufe des Versuches 200 g Wasser. 
Dauer 6—7 Stunden. Aufgefangen 1064 g. In der 5. Stunde 
Aciditat 40. Der Chymus ist viel starker verfliissigt, als was 
aus der Duodenalfistel kommt, nur ganz vereinzelt kleine Fleisch- 
stiickchen zu sehen. 

Probefriihstiick. 1 Brétchen von 53 g und 200 ccm 
lauwarmes Wasser. Die Entleerung von Fliissigkeit beginnt 


') L. Tobler, Diese Zeitschrift, Bd. XLV, S. 185 (1905). — O. Cohn- 
heim, Miinchener mediz. Wochenschr., 1907, S. 2581. — O. Cohnheim 
und G. L. Dreyfus, Diese Zeitschrift, Bd. LVIII, S. 50 (1908). 
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wenige Minuten nach dem Fressen: in weniger als 25 Minuten 
sind 130 cem abgelaufen. Nach dieser Zeit erscheint Brotbrei, 
der viel starker verfliissigt ist, als an der Duodenalfistel. Nach 
47 Minuten ist die Entleerung in der Hauptsache beendet, zieht 
sich aber mit immer gréferen Zwischenriumen noch 50 Minuten 
hin. 1Stunde nach dem Fressen Gesamt-Aciditét 32. Gesamt- 
menge des Aufgefangenen 391 g. 

Fleisch, feingehackt, 50 g. 11 Minuten nach der Fiitte- 
rung kommt zuerst Mageninhalt. Nach 93 Minuten in der 
Hauptsache beendet, zieht sich noch 40 Minuten langsam hin. 
Gesamtmenge des Aufgefangenen 204 g. Nach 1 Stunde Aci- 
ditiéit 86, nach 90 Minuten 89. Nach Entfernung des Eiweifes 
zeigt der Chymus starke Biuretreaktion. 

Mileh, 100 g. Nach 2 Minuten Beginn der Entleerung. 
Nach 14 Minuten rétet der Chymus deutlich Lackmus. Dauer 
der Entleerung etwa 3 Stunden, zum Schluf& deutlich verlangsamt. 
lm ganzen 274 g aufgefangen. Aciditét nach 2 Stunden 42. 
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Durch die Auffindung der tryptischen Spaltung des Leucin- 
amids war fiir die Synthese die Aufgabe gegeben, aus Am- 
moniak und Aminosiéuren Verbindungen aufzubauen, die auber 
der Leucinamidbindung auch die fiir die EiweifkoOrper wich- 
tigste Bindung tragen, namlich die Peptidbindung. Es sind dies 
die Amide der Peptide. Diese Verbindungen sind bisher nur in 
Form einzelner Derivate bekannt, wie des Carbathoxylglvcyl- 
elycinamids, das zuerst von E. Fischer (Chem. Ber. Bd. XXXV, 
5S. 1095, 1902) durch Einwirkung von Ammoniak auf den 
Carbiathoxylglycylglycinester gewonnen wurde. Dieselbe Ver- 
bindung erhielten spaiter Kénigs und Mylo (Uber einige Amide 
von Aminoséuren, Chem. Ber. Bd. XLI, 5. 4429, 1908), die die 
Bildung des Glycylglycinamids aus Glycinester und wasserfreiem 
Ammoniak beobachteten. Da bei dieser Reaktion die Rein- 
darstellung des Glycylglycinamids nicht gelang, wiesen sie die 
Anwesenheit desselben durch Behandlung mit chlorkohlensaurem 
Athyl und somit Uberfiihrung in das bekannte Derivat nach. 
Es hat sich nun auf Grund der friiheren Untersuchungen ein 
einfacher Weg gefunden, einige Amide von Peptiden und zwar 
nicht nur von gleichnamigen, sondern sogleich von gemischten 
Peptiden in Form ihrer halogenwasserstoffsauren Salze zu 
gewinnen. Die Darstellung des Chloracetylleucinamids gelingt 
namlich wesentlich leichter als die des friiher von uns _ be- 
schriebenen Chloracetylglycinamids. Das reine Chloracetyl- 
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leucinamid ist nun zwar in wasserigem Ammoniak schwer 
ldslich. Bei langerem Stehen bei 35—40° tritt jedoch Losung 
ein, wobei der gewiinschte Austausch von Cl gegen NH, fast 
quantitativ stattfindet. Auf diesem Wege erhalt man das schén 
krystallisierende Hydrochlorat des Glycylleucinamids. 

In analoger Weise gelang es, Leucinamid mit dem brom- 
propionylrest zu verkuppeln. Bei der Behandlung des ent- 
stehenden Brompropionylleucinamids resultierte das gewiinschte 
bromwasserstoffsaure Alanylleucinamid. 

Wie es scheint, sind analoge Reaktionen auch fiir die 
hdheren Polypeptide durchfiihrbar. So wurde die Vorstufe des 
Amids eines Tripeptids, das Chloracetylglycylleucinamid, ana- 
lvsenrein isoliert. Nach einem Vorversuch scheint sich hieraus 
auch ohne Isolierung des Diglycylleucinamids ein Chloracetyl- 
diglycylleucinamid, die Vorstufe des Amids eines Tetrapeptids, 
erhalten zu lassen. 

Weitere Versuche ergaben, dai es fiir die Gewinnung 
des Chloracetylglycylleucinamids nicht notwendig ist, das Amid 
des Dipeptids zu isolieren. Es gelingt, aus dem Chloracetyl- 
leucinamid direkt das Chloracetylglycylleucinamid in reiner 
Form zu erhalten, wodurch natiirlich groBe Verluste vermieden 
werden. Notwendig ist es allerdings, das durch Ammoniak 
nicht angegriffene Chloracetylleucinamid durch Aufnehmen mit 
eiskaltem Wasser abzutrennen. In gleicher Weise lift sich 
auch Chloracetylleucinamid aus Bromisocapronséureamid dar- 
stellen, ohne daf die Zwischenstufe des bromwasserstoffsauren 
Leucinamids isoliert werden mub. Es erscheint dies wichtig 
fiir den Fall, daf8 man zu den Amiden hoherer Polypeptide 
vordringen will. 

Wir wollen natiirlich nicht behaupten, daf die Gewinnung 
der Amide von Peptiden undurchfiihrbar ist, indem man die 
Polypeptide in ihre Amide tberfiihrt. Vergegenwartigt man 
sich jedoch die grofben Schwierigkeiten, welche bei der Synthese 
der Amide der Aminosauren bei der Behandlung von Amino- 
siiureestern mit Ammoniak in dieser oder jener Form ent- 
stehen, so diirfte kein Zweifel tiber die Brauchbarkeit der 
angegebenen Auffolgung der einzelnen Synthesen herrschen. 
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Erfolgreich sind dieselben bisher allerdings nur in den Fiillen 
durchgefiihrt, bei denen das Ammoniak in Form des Siaure- 
amids an Leucin gebunden ist, d.h. es sind nur Amide von 
solchen Polypeptiden gewonnen, bei denen Leucin am Ende 
der Kette steht. 

Uber die physiologische Bedeutung dieser Amide von Di- 
peptiden haben wir noch kein abschlieBendes Urteil gewonnen. 
Wir beobachteten, dai das Glycylleucinamid eine unerwartete 
Resistenz gegentiber dem Trypsin besitzt, wahrend bekanntlich 
(Emil Fischer u. Peter Bergell, Chem. Ber. Bd. XXXVI, 
5. 2603, 1903), die Glycyl-l-Leucinbindung und nach unserer 
letzten Mitteilung auch |-Leucinamid durch Trypsin verseift wird. 
Vielleicht ermdglicht es die Fortfiihrung dieser Versuche, die 
Art der Bindung des Ammoniaks im Eiweif aufzukliiren. 


Experimenteller Teil. 


Chloracetylleucinamid. 


Cl- CH, -CO — NH- CH — CO — NH, 


| 
CH, 


cu 


| 
CH, CH, 

5,2 g bromwasserstoffsaures Leucinamid werden in 10 ccm 
Wasser gelést, auf O° abgektihlt und mit 25 ccm eiskalter 
Normalnatronlauge versetzt. 2,7 g Chloracetylchlorid werden 
unter gutem Schiitteln langsam hinzugefiigt und in kleinen 
Portionen noch 1,5 g trockne Soda eingetragen. Es entsteht 
ein weifer krystalliner Niederschlag, der abgesogen wird. Das 
Filtrat wird nochmals unter Ktihlung mit Normalnatronlauge 
und Chloracetylchlorid behandelt, wodurch noch eine zweite 
geringere Krystallfraktion erhalten wird. Erhalten ca. 3 g 
Substanz, die sofort aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert 
wird, aus dem sie in grofen perlmutterglinzenden blattern, die 
sich mit Wasser schwer benetzen, krystallisiert. Im Kapillar- 
rohrehen erhitzt, schmelzen die Krystalle bei 157° (korr.). Sie 
sind ziemlich schwer ldslich in kaltem Wasser, leichter in 
heiBem Wasser und Alkohol, schwer loslich in Ather. 
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Die Substanz ist krystallwasserfrei und wurde zur Analyse 

im Vakuumexsikkator getrocknet. 
C,.H,,0,N,Cl. Mol. 206.5. 

0,1688 g Substanz gaben 0,2880 g CO, und 0,1138 g H,0O. 

0.1694 » > > 19,1 cem N (14°, 767 mm). 

0,1200 » > » (nach Carius) 0,0822 g AgCl. 
Berechnet: C = 46,49%o, H = 7,26%o, N == 13,56%, Cl = 17,19%o. 
Gefunden: C == 46,53°/o, H = 7,48%o, N = 13,43%o, Cl = 16,94°%o. 


Glycyl-dl-Leucinamid. 


HCI - NH, - CH, -CO — NH- CH- CO — NH, 


| 

CH, 

| 

CH 
oN, 
CH, CH, 


3 g reines Chloracetylleucinamid werden mit 60 ccm 
25°/oigem wasserigem Ammoniak 6 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt, wobei ein Teil in Lésung geht; darauf wird die 
festverschlossene Flasche 12 Stunden bei 40° aufbewahrt. 
Nach dieser Zeit ist der Niederschlag vollig gelést. Er wird 
im Vakuum unter 40° eingedampft und der Riickstand aus 
15 eem absolutem Alkohol umkrystallisiert. Es scheiden sich 
Krystalle aus, die unter dem Mikroskop als flache blattchen 
erscheinen. Im Kapillarréhrchen erhitzt, schmelzen sie bei 
211—212° (korr.) zu einem hellen Ol, das nach kurzer Zeit 
rotbraun gefirbt erscheint. Ausbeute 2 g. Die Substanz ist 
spielend léslich in Wasser und leichtléslich in heifiem Alkohol, 
schwerer im kalten Alkohol. Die wasserige Losung schmeckt 
bitter und reagiert schwach sauer. Die Verbindung ist krystall- 
wasserfrei und wurde zur Analyse im Vakuumexsikkator iiber 
Schwefelséure getrocknet. 

0,1675 g Substanz gaben 0,2594 g CO, und 0,1224 g H,0. 

0.1548 » > >» 241 ccm N (16°, 759 mm). 

0,1848 » » (,1160 g AgCl bei der direkten Fallung 


mit Silbernitrat in salpetersaurer Lésung. 

C,H,,0,N,Cl. Mol. 223,5. 
Berechnet: C = 42,95°/o, H = 8,05°/o, N = 18,79°%o, Cl = 15,88°/o. 
Gefunden: C = 42,23°%o, H = 8,12°%o, N = 18,19°/o, Cl = 15.33%. 


Kin Préparat einer zweiten Darstellung hatte gleiche 
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Eigenschaften und gab nach mehrmaligem Umkrystallisieren 
aus Alkohol folgende Zahlen: 

0,1489 g Substanz gaben 0,2340 g CO, = 42,86°0 C., 

0,1489 » ‘ > 01092 » HO = 8,15°%o H. 


Brompropionylleucinamid. 


Br - CH: CO — NH- CH- CO — NH, 
én, a, 
bu 
f_™N 
CH, CH, 

5,2 g bromwasserstoffsaures Leucinamid werden in 25 ccm 
kalter Normalnatronlauge geldst und mit 3 g Brompropionyl- 
bromid unter guter Kiihlung geschiittelt. Es scheidet sich ein 
weiBer Niederschlag ab, der zunachst halbfest, aber beim 
Reiben mit dem Glasstab krystallisiert wird. Er wird sofort 
aus heiBem 95°%oigem Alkohol umkrystallisiert. Unter dem 
Mikroskop erscheint die neue Verbindung als feine, zu Rosetten 
und Sternen gruppierte Nadeln. Die Ausbeute betriigt 3 g. 
Im Kapillarréhrchen erhitzt, schmilzt die Substanz bei 150 —151° 
(korr.). Sie ist krystallwasserfrei und wird zur Analyse im 
Vakuumexsikkator tiber Schwefelsaure getrocknet. 

Die Verbindung ist in kaltem Wasser schwer ldéslich, 
leichter in heifiem Wasser, aus dem sie sich ohne Zersetzung 
umkrystallisiert. Ziemlich schwer léslich ist sie in kaltem 
Alkohol, schwer léslich in Ather. 

(CyH,,O,N,Br. Molekulargewicht 265). 

0,1193 g Substanz gaben 0,1796 g CO, und 0,0713 g H,0. 

0,1542 » > » 14,0 ccm N (15°, 743 mm). 

Berechnet: CG = 40,75°/o, H == 6,41°/o, N = 10,56 °%o. 
Gefunden: C = 41,05°/o, H = 6,64°/o, N = 10,43%o. 


Alanylleucinamid. 


BrH; NH, - CH- CO — NH-CH- CO — NH, 
| | 
CH, CH, 
| 
CH 
f™ 
CH, CH, 
Die Behandlung des Brompropionylleucinamids mit wiisse- 
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rigem Ammoniak wird in ahnlicher Weise durchgefiihrt, wie 
beim Chloracetylleucinamid beschrieben wurde. 2,7 g Substanz 
wurden mit 30 ccm wisserigem Ammoniak 16 Stunden im Brut- 
schrank aufbewahrt, wobei alles in Lésung geht. Es wird im 
Vakuum unter 40° eingedampft, der Riickstand in wenig heiBem 
Alkohol gelést. Der sich ausscheidende Niederschlag wird 
sofort nochmals aus 8 ccm absolutem Alkohol umkrystallisiert. 
Die neue Verbindung krystallisiert in feinen Nadeln, die ein 
Molekiil Krystallwasser enthalten. Im Kapillarréhrchen erhitzt, 
schmilzt sie zunichst gegen 80° in ihrem Krystallwasser, um 
bei weiterem Erhitzen iiber 110° teilweise wieder fest zu werden, 
worauf bei 140° vdélliges Schmelzen erfolgt. 

In ihren Eigenschaften und Reaktionen unterscheidet sich 
diese Verbindung von dem oben beschriebenen Hydrochlorat 
des Glylylleucinamids nur durch eine etwas gréBere Loslichkeit 
in Alkohol. 

Zur Analyse diente die krystallwasserhaltige Substanz, 
die im nicht evakuierten Exsikkator getrocknet war. 


C,H,,0,N,Br. (Molekulargewicht 300.) 
0,2075 g Substanz gaben 0,2754 g CO, und 0,1429 g H,0. 
0.1232 » » 14,7 cem N (15°, 761 mm). 
Berechnet: © = 36,00°/o, H = 7,33°/o, N = 14,00°)o. 
Gefunden: C = 36,19°/o, H = 7,65°/o, N = 14,05 °/o. 


| 


Chloracetylglycylleucinamid. 
C1. CH, -CO — NH- CH, -CO — NH- CH- CO — NH, 
cu, 
bu 
in, 
CH, CH, 

2.1 g salzsaures Glycylleucinamid werden in wenig Wasser 
selést, auf 0° abgekiihlt und mit 11 cem kalter Normalnatron- 
lauge versetzt. Es wird zunichst 1 g Chloracetylchlorid hinzu- 
gefiigt und unter gutem Kihlen geschiittelt. Die Fliissigkeit 
bleibt zunichst klar. Beim Reiben mit dem Glasstab und 
weiterem Kiihlen tritt Krystallisation ein. Die Krystalle werden 
abgesaugt und das Filtrat nochmals mit Natronlauge und 1,5 g 
Chloracetylchlorid behandelt, wobei eine zweite Krystallfraktion 
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erhalten wird. Beide Krystallfraktionen werden vereinigt und 
aus sehr verdiinntem Sprit umkrystallisiert. Ausbeute: 2 g. 
Die Chloracetylierung des Peptids verliuft demnach glatter als 
beim Leucinamid. Die Krystalle erscheinen unter dem Mikroskop 
als kleine weiSe Nadelchen und schmelzen im Kapillarréhrchen 
erhitzt bei 189—190° (korr.). Schwer léslich in kaltem Wasser, 
leicht in Alkohol, schwerer in Ather. 
C:,,H,,0,N,Cl. Mol. 263,5. 
0,1510 g Substanz gaben 20,0 ccm N (15°, 743 mm). 
N berechnet = 15,93°/o, gefunden = 15,21 °%o. 

Nach nochmaligem Umkrystallisieren schmolz die Substanz 
bei 190—191° (korr.). Zur Analyse wurde sie im Vakuum- 
exsikkator tiber Schwefelsiéure getrocknet. 

0,1556 g Substanz gaben 0,2588 g CO,,. 
0,1556> » >  0,0968 » H,0. 
Berechnet: C = 45,53°/o, H = 6,83°/o. 
Gefunden: C = 45,36°/o, H = 6,94". 

Die gleiche Verbindung wurde aus dem Chloracetylleucin- 
amid direkt gewonnen. Dasselbe wurde mit wasserigem Am- 
moniak wie oben beschrieben behandelt, darauf die LOsung im 
Vakuum eingedampft und der Riickstand in wenig eiskaltem 
Wasser aufgenommen, wobei etwas Chloracetylleucinamid un- 
gelist bleibt. Es wird abgesaugt und das Filtrat sofort mit 
Chloracetylchlorid behandelt und der Niederschlag aus Alkohol 
umkrystallisiert. 

Ebenso wurde Chloracetylleucinamid direkt aus Bromiso- 
capronséureamid gewonnen. 16 g rohes, nicht umkrystallisiertes 
Bromisoncapronséureamid werden mit alkoholischem Ammoniak 
4 Stunden im Rohr auf 105—110° erhitzt. Darauf wird im 
Vakuum eingedampft, der Riickstand mit Wasser aufgenommen, 
filtriert und sofort mit Alkali und Chloracetylchlorid behandelt. 
Erhalten an reinem Chloracetylleucinamid vom Schmelzpunkt 
157° 6,6 g. 

Die Krystallisationskraft der ChloracetylkOrper erscheint 
also so grof, dafi eine vollige Reinheit des Ausgangsmaterials 
nicht notig ist. Da sich zudem die neuen Verbindungen bei 
saurer wie alkalischer Reaktion relativ leicht abscheiden, konnen 
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sie auch fiir den Nachweis der Amide von Aminosauren und 
Peptiden wichtig sein. 1 g Chloracetylglycylleucinamid wurde 
mit 15 ccm wasserigem 25 °/oigem Ammoniak bei 40° 24 Stunden 
hindurch aufbewahrt, wobei alles in Lésung geht. Es wird im 
Vakuum eingedampft, mit kaltem Wasser aufgenommen, von 
wenig ungelésten Krystallen abgesaugt und das Filtrat in ge- 
wohnter Weise mit Chloracetylchlorid und Natronlauge be- 
handelt. Die Fliissigkeit blieb zunichst klar, beim langeren 
Stehen schieden sich eine reichliche Menge von Krystallen ab. 
Dieselben wurden abgesaugt und aus verdiinntem Alkohol 
umkrystallisiert. Schmelzpunkt 193—194° (korr.). Die Stick- 
stoffanalyse weist darauf hin, dafi Chloracetyldiglycylleucin- 
amid entstanden war. 


0.1310 g Substanz gaben 18,8 ccm N (16°, 758 mm). 
C,,H,,0,N,Cl. 
N berechnet = 17.47°/o, gefunden == 16,80°/o. 








Uber die Bestimmung des Blutzuckers. 
Von 


Ivar Bang, H. Lyttkens und J. Sandgren. 


(Aus dem med.-chemischen Institut der Universitat Lund.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Miirz 1910.) 


In den letzten Jahren sind aus dem hiesigen Institut 
mehrere Arbeiten iiber das Verhalten des Blutzuckers publiziert 
worden (Bang, Ljungdah. und Bohm,') N. Andersson?) 
und A. Erlandsen®) neben andern noch nicht ver6ffentlichten 
Arbeiten tiber dasselbe Thema). Bei allen diesen Untersuchungen 
sind die Methoden zur Blutzuckerbestimmung hier ausgearbeitet 
und spater verbessert worden. Zuletzt ist man zu einer Me- 
thodik gekommen, welche jede berechtigten Anspriiche an Ein- 
fachheit und Genauigkeit erftillt und, wie es bei vergleichenden 
Untersuchungen scheint, in diesen Beziehungen den tbrigen 
Methoden den Rang streitig machen kann. | 

Die erste hiesige Methode war eine Vereinfachung des 
Abelesschen Verfahrens, indem die Trennung des zucker- 
haltigen Alkoholextraktes von den Eiweifkoageln durch Ver- 
wendung der Zentrifuge geschah (Bang).‘) Spater wurde 
die Reinigung des Alkoholextraktes mit Kaolin anstatt Zink- 
acetat eingefiihrt (Bang).°) Hierdurch bekommt man eine 
schwach gelbgefiirbte LoOsung, welche sich nach Bangs Zucker- 
bestimmungsmethode geniigend scharf titrieren |abt. 

Eine weitere Verbesserung war die Reinigung durch 
kolloidales Eisenoxyd (Erlandsen), wodurch man gewohn- 
lich ein farbloses oder nur sehr schwach gelbgefiarbtes Filtrat 
bekommt, welches sich noch scharfer titrieren labt. Nach 
Titration mit Hydroxylamin bekommt man eine farblose oder 
fiuBerst schwach gelbgefairbte Lésung. Im letzten Falle wird 


') Bang, Ljungdah! und Bohm, Beitriige z. chem. Physiol. und 
Pathol., Bd. IX—X, 1907. 

2) N. Andersson, Biochem. Zeitschrift, Bd. XII, 5. 1, 1908. 

5) Erlandsen, Biochem. Zeitschrift, Bd. XXIII, S. 329, 1910. 

‘) Bang, Hammarsten-Festschrift, Nr. 2, 1906. 

5) Bang, Biochem. Zeitschrift, Bd. VII, S. 327, 1908; Bd. XI, 
S. 538, 1909. 
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die Kupferlésung erst griinlich-blau. Durch 2—3 Tropfen Hy- 
droxylaminlésung bekommt man den Umschlag. Ks ist also 
absolut nicht die geringste Schwierigkeit bei diesem Verfahren, 
den Blutzucker genau zu bestimmen, wie auch z. B. Erlandsens 
Kontrolluntersuchungen zeigen k6nnen. 

Zu ganz andern Ergebnissen ist Oppler') bei Verwen- 
dung von Bangs Titrationsmethode gekommen, indem er keine 
iibereinstimmenden Werte erzielen konnte. Und die Ursache 
hierfiir ist nach Oppler, da eine gelbgriine Zwischenfairbung 
eintritt. (Daf das Ergebnis stark (!) von der Titrationsdauer 
abhiingt, ist nicht richtig, wenn man das vorgeschriebene Teil- 
maximum nicht tiberschreitet.) Oppler hat nun bei seinen 
Bestimmungen nicht die Alkoholmethode verwendet, sondern 
enteiweifte das Blut nach Verdtinnung mit Wasser mit Eisen 
und konzentrierte das Filtrat stark. Nach unseren Erfahrungen 
ist dies nicht zu empfehlen (wortiber naheres spater). Er bekam 
eine schwach gelbliche Losung, mit welcher er die Titrationen 
anstellte. Ein Vergleich der Versuche 1, 3 und 4 (S. 394—395) 
zeigt, dah 10 cem Zuckerlésung 43,2 und 44,3 mg und 7 ccm 
30,4 und 30,5 mg Dextrose entspracher, welche Werte mit den 
berechneten gut iibereinstimmten. Bei Verwendung von 4 ccm 
Zuckerlésung bekam aber Oppler nur 7,8 und 10,2 mg Dextrose 
anstatt der berechneten 17,4 mg. Diese berechnete Menge ent- 
spricht 31,0 ecm Hydroxylaminlésung, wahrend Oppler 40,8 
und 38,2 cem verabrauchte. Also nicht weniger als 9 ccm 
Hydroxylaminlésung zu viel. Da nun anderseits Oppler 
7 cem und 10 ccm Zuckerlésung geniigend scharf titrieren kann, 
und da man weiter ebenso genau 10—20 mg Dextrose wie 
30—)0 mg titriert (eine eventuelle Mischfarbung tritt doch mehr 
bei gréBeren als bei kleineren Fliissigkeitsmengen hervor), ist 
dies Ergebnis ganz unversténdlich. Man kann ohne weiteres davon 
ausgehen, dai einige Versuchsfehler vorgelegen haben. Unver- 
standlich bleibt nur, dafB Oppler mit den gefundenen Werten 
sich zufrieden gestellt und sie als Belege publiziert hat. Aus 
diesem Grunde kénnen wir auch seiner Versuchsserie 2 keine 


Bedeutung zumessen. 
'; Oppler, Diese Zeitschrift, Bd. LXIV, S. 393, 1910. 
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Wenn aber Oppler bei Titration reiner Zuckerlésungen 
seine Zufriedenheit der Methode ausspricht, laiBt sich diese 
Forderung auch erfiillen, und zwar durch Einfiihrung des von 
Bang und Bohmansson!) ausgearbeiteten Verfahrens zur 
Bestimmung des Harnzuckers: Die Entfarbung durch Blutkohle 
und Salzsaure. Durch diese Modifikation erhalt man ein ganz 
klares, farbloses Filtrat, welches sich ebenso scharf wie eine 
reine Zuckerlosung titrieren lift. Beim Vergleich mit der Eisen- 
methode (welche nach unseren Erfahrungen sich iibrigens sogar 
sehr gut bewahrt hat) muS man unbedingt der Kohlenmethode 
den Vorzug geben. Will man aber die Reduktion vor und 
nach Gérung bestimmen, ist die Eisenmethode vorteilhafter, da 
nur wenig Kochsalz (und also nicht MgSO,, wie Michaelis 
und Rona jetzt empfehlen) zum Entfernen des Eiseniiber- 
schusses notwendig ist, wahrend 5 °/o HCl der Kohlenmethode 
viel Salz entspricht. 

Eine andere Verbesserung der Methode ist auch zu emp- 
fehlen. Obwohl einfacher als Abeles’ Verfahren, ist die 
Zentrifugenmethode keineswegs ideal. Erstens steht ja nicht 
liberall eine Zentrifuge zur Verfiigung und zweitens muf man 
dreimal zentrifugieren, was ziemlich lange dauert und auch 
Zeit in Anspruch nimmt. Im hiesigen Institut ist deswegen 
von Ljungdahl! eine Vereinfachung ausgearbeitet worden, 
welche mindestens ebenso genau ist und viel schneller zum Ziele 
fiihrt (unver6ffentlichte Arbeit Ljungdahls). Das Blut wird 
wie gewohnlich in Alkohol aufgenommen. Nach der Mischung 
mit Blut wird der Alkoholextrakt abgenutscht, indem man 
einen Trichter mit aufgelegter durchlécherter Porzellanplatte, 
mit Filtrum versehen, mit der Saugpumpe in Verbindung setzt. 
Die Lésung geht schnell hindurch, und der ziemlich trockene 
Blutkuchen wird mit Alkohol wieder zerrieben (man verwendet 
hierzu am besten einen Pistill), der Alkohol abgenutscht und 
der Kuchen zum drittenmal mit Alkohol behandelt. Nach 
einigen Minuten ist die ganze Zuckerextraktion beendet, und 
die Lésung kann jetzt auf dem Wasserbade eingedunstet werden. 


) Bang und Bohmannsson, Diese Zeitschrift, Bd. LXIII, S. 443, 
1909. 
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Die vereinigten Alkoholextrakte werden dann stark eingeengt, 
auf ein bestimmtes Volumen aufgefiillt und mit Blutkohle und 
Salzsaure oder auch Eisen gereinigt. 

Durch die Behandlung mit Kohle und Salzsiure werden 
nach Bang und Bohmannsson die meisten reduzierenden 
Stoffe des Harns mit Ausnahme des Zuckers entfernt. Es fragt 
sich dann, inwieweit solche Stoffe in nachweisbarer Menge im 
Blute vorkommen. Nach N. Andersson besteht etwa '/4 der 
Totalreduktion des Blutes aus nichtgaérungsfahiger Substanz. 
Da nun solche Stoffe nach Bohmannsson!') durch Eisen nicht 
entfernt werden kénnen, lift sich aus vergleichenden Unter- 
suchungen mit der Eisen- und Kohlenmethode eruieren, wie 
sich die Sache beim Blut verhalt, d. h. inwieweit man durch 
Eisen und Kohle dasselbe Ergebnis erhalt oder nicht. In der 
folgenden Tabelle sind einige solche Versuche zusammengestellt. 
Die Enteiweibung geschah wie oben bemerkt (durch die Nutsche). 


Tabelle I. 


a | | | 














Nr. | Blutar! | ee | —— | — 
| | | | | 

1 Ochsenblut | 0104 | 0118 | 0014 
2 | 0,035 0,043 0,008 
3 : 0,030 0,036 0,006 

f Kaninchenblut 0,112 0,154 0,046 
5 | 0,147 0,152 0.005 
(5 > | 0,101 0,106 | 0,005 


Bei Blut Nr. 2 -_ 3 hatte Glykolyse stattgefunden. Bei 
Nr. 4 entsprechen die Werte zwei unmittelbar aufeinander fol- 
genden Aderlissen. Bei den tibrigen Versuchen wurde der 
Alkoholextrakt zuletzt geteilt und nach den zwei Methoden 
verarbeitet. 

Das Ergebnis der Versuche ist, dai die Kohlenmethode 
iiberall geringere Totalreduktion aufweist, als die Eisenmethode, 
doch sind die Unterschiede so klein, daf man sie ruhig ver- 


nachlassigen kann. 
Bemerkenswert ist, daB bei der Kohlenmethode nur sehr 


) Bohmannsson, Biochem. Zeitschrift, Bd. LIX, S. 281, 1909. 
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wenig reduzierende Substanz zum Unterschied des Harns ent- 
fernt wird. Dies spricht fiir die lingst hervorgehobene Moglich- 
keit, dafi diese Stoffe Pentose sind. N. Andersson hat auch 
gezeigt, daBb sie eine positive Orcin-Phloroglucinreaktion geben. 
Dai sie aber auch zum Teil Glukuronsiiure entsprechen, geht 
aus der positiven TollensschenReaktionhervor. Bohmannsson 
hat gezeigt, dal etwa die Halfte der Glukuronsiure im Harn 
durch Kohle und Salzsiiure entfernt wird (nicht veréffentlichte 
Untersuchung). Deswegen kann die giirungsunfiihige Substanz 
nur zum Te’! der «Pentose» entsprechen. Denn der Unter- 
schied zwischen der Eisen- und Kohlenmethode ist weit kleiner, 
als die Hiilfte der Totalreduktion + Traubenzucker, wie Titra- 
tionen vor und nach Girung zeigten. Bei Versuch Nr. 6 wurden 
vor der Garung die Werte 0,101 °/o und 0,106 °/o gefunden. 
Die Hialfte der Glukuronsaure sei also 0,005 °/o und die ganze 
Menge 0,01 °%/o. Nach der Giihrung waren die Werte 0,035 °/o 
und 0,032 °/o. Der Unterschied ist also geringer, als man er- 
warten sollte, wenn die Glukuronsiure allein neben Zucker vorlag. 
Doch sind selbstverstiindlich bei so geringen absoluten Werten 
die Ergebnisse nicht ganz beweiseud, und Bohmannssons Er- 
gebnis ist auch nur schiitzungsweise gefunden. Wir lassen 
also diese Frage offen stehen. Dagegen ist ersichtlich, dab man 
nicht aus der titrimetrischen Bestimmung allein den exakten 
Traubenzuckergehalt folgern kann, wenn andere redu- 
zierende Stoffe vorkommen. Nach Oppler u. a. ist es mit der 
polarimetrischen Bestimmung nicht besser bestellt. Das einzig 
exakte Verfahren ist demnach die Bestimmung der Keduktion 
vor und nach der Girung. 

Viel wichtiger ist die Frage zu beriicksichtigen, in wie 
weit man durch die Nutschemethode tatsaéchlich die gesamten 
reduzierenden Stoffe des Blutes im Alkoholextrakt bekommt. 
Durch Vergleich mit der Bangschen Zentrifugenmethode hat 
Ljungdahl das erwiesen. Hier sollen wir zeigen, wie der 
Vergleich zwischen unserer Methode und der Eisenmethode nach 
Michaelis und Rona ausgefalien ist. Von dem defibrinierten 
Blut eines Kaninchens wurden 35 cem nach Michaelis und 
Rona verarbeitet: Verdiinnung auf 700 ccm, Enteiweifung mit 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. LXV. 3+ 
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Eisen und Kochsalz, Konzentration des Filtrates bei schwach 
saurer Losung. Es resultierten etwa 15 ccm einer gelbgefarbten 
Fliissigkeit, welche eine kleine Fiillung enthielt. Sie wurde 
deswegen nochmals mit ein wenig Eisen gereinigt. Bei der 
Titration wurde eine Totalreduktion entsprechend 0,152°/0 des 
Blutes gefunden. Hierbei ist zu bemerken, da die Titration 
schwieriger auszufiihren als nach dem Alkohol-Eisen- 
verfahren, welches zum Vergleich mit 30 ccm des Blutes aus- 
gefiihrt wurde. Ergebnis war 0,152°/o, genau derselbe Wert 
wie nach Michaelis und Rona. Wir koénnen aber Oppler 
verstehen, wenn er die Titration nach Bang bei Michaelis- 
Ronas Verfahren als schwierig bezeichnet, obwohl er die 
Schwierigkeiten sehr iibertrieben hat. Dagegen ist die Ti- 
tration des Alkoholextraktes nach Reinigung mit Eisen nicht 
mit den geringsten Schwierigkeiten verbunden, obwohl wir doch 
der Kohlenmethode wie bemerkt den Vorzug geben. 

Ich hatte Interesse, nachzusehen, wieviel Zucker in das 
erste und die folgenden Alkoholextrakte bei der Nutschemethode 
iibergeht. Bei dem ersten dieser Versuche wurden 50 ccm 
Ochsenblut (glykolysiertes Blut mit ca. 0,1°/o Traubenzucker 
versetzt) mit 200 cem Alkohol versetzt und scharf abgenutscht, 
221 cem Filtrat erhalten. Das Residuum wurde mit ca. 50 ccm 
Alkohol behandelt und abgenutscht. Der Zuckergehalt der ge- 
trennten Filtrate wurde bestimmt und zudem die Gesamtreduktion 
des Blutes nach dreimaliger Alkoholextraktion. In dem zweiten 
Versuche wurden 30 ccm eines anderen auch glykolysierten 
mit Traubenzucker versetzten Ochsenblutes mit 150 ccm Alkohol 
behandelt und abgenutscht, 150 ccm Filtrat erhalten. Die Re- 
duktion des Filtrates wurde bestimmt und zudem dieselbe einer 
anderen Probe nach dreimaliger Alkoholextraktion. Die Ergeb- 
nisse sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt. 

Wie ersichtlich gehen schon 80°/o bezw. 89°/o in das 
erste Alkoholextrakt tiber und sind in den beiden ersten Ex- 
trakten zusammen 98,4°/o. Durch eine dreimalige Extraktion, 
welche in wenigen Minuten ausgefiihrt ist, kann man deswegen 
sicher die ganze Zuckermenge auslésen, wie auch die obigen 
Versuche zeigen. 
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Total- | Reduktion des 1. Alkohol-}| Reduktion des 2. Alkohol- 
extraktes extraktes 
Nr. | 
Nr reduktion absolut relativ absolut relativ 
O/y Oo %o 0/y iy 
7 0.155 0.139 89.7 O.O14 8.7 
8 0,135 0,137 | 88.7 ne | _ 











Das Verfahren, welches wir zur Bestimmung des Blut- 
zuckers empfehlen wollen, gestaltet sich folgendermafben: 

Das Blut — 10—5S0 cem — wird in ein mit etwa 150 ecm 
Alkohol beschicktes, gewogenes Glas aufgefangen. Durch Wigung 
wird die Blutquantitét ermittelt. Man verteilt das Blut mit einem 
Glasstabe (am besten wigt man das Glas mit dem Glasstab 
zusammen und zerteilt dann das Blut vor der Wiigung). Das 
Alkoholextrakt wird scharf abgenutscht. Wenn alles durch- 
gegangen ist, spiilt man mit einigen Kubikzentimetern Alkohol nach 
und saugt den Alkohol durch. Das ziemlich trockene Residuum 
wird in das Glas iibergefiihrt und hier mit ca. 50 ecm Al- 
kohol gerieben, indem die Porzellanplatte herausgenommen und 
mit einem neuen Filter versehen wird. Man saugt das zweite 
Alkoholextrakt durch und behandelt den Riickstand nochmals 
mit 50 ecm Alkohol, welcher mit dem ersten vereinigt wird. 
Der jetzt pulverige Riickstand wird weggeworfen, und die Al- 
koholextrakte auf dem Wasserbade eingeengt. Man fiihrt die 
Losung in einen Mefizylinder von 25 cem iiber, spiilt wiederholt mit 
Wasser nach und ergiinzt die Lésung auf 20ccem (bei wenig Blut 
10 ccm). 5 ccm 25°/o Salzsiéure und 2 g Blutkohle (ein gestrichener 
Teeloffel) wird zugefiigt. Man schittelt einige Male wihrend 5 Mi- 
nuten um und filtriert durch ein trockenes Filtrum in ein 
trockenes Proberéhrchen. Inzwischen sind 50 ccm Kupferlésung 
nach Bang abgemessen. Vondem Filtrate werden 10cem hinzuge- 
setzt. Weiter nach Bang. Die ganze Prozedur dauert ca. 2 Stunde. 
Wenn Blutkohle nicht zur Verfiigung steht oder wenn Girungs- 
versuche angestellt werden sollen, ist Kisenoxydlésung (2 ccm auf 
20 cem und einige Tropfen 26°/oiger NaCl-Losung) zu empfehlen. 
Man kann hier den Farbenumschlag auf 2-3 Tropfen schiitzen. 
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Uber den bakteriellen Abbau des Histidins. 


Von 


D. Ackermann. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Wiirzburg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 27. Marz 1910.) 


Wiithrend uns die Produkte, welche die Saprophyten aus 
dem Arginin und dem Lysin erzeugen, wenigstens teilweise 
bekannt sind, wissen wir tiber die Umwandlung der dritten 
Hexonbase, niamlich des Histidins, durch die Fiéulnisbakterien 
noch nichts. Es lag daher der Gedanke nahe, auch dieses 
Eiweifspaltungsprodukt hinsichtlich seines bakteriellen Abbaues 
niher zu studieren. 

Zu dem Zwecke habe ich 49 g Histidinchlorhydrat in 4 | 
Wasser mit 10 g Pepton Witte, 20 g Traubenzucker, einigen 
Tropfen Magnesiumsulfat und Natriumphosphat, sowie einem 
UberschuB von Calciumearbonat, um dauernd alkalische Reaktion 
zu haben, 52 Tage bei 35° faulen lassen, und zwar in zwei 
verkorkten 2-Literflaschen. Als Impfmaterial diente eine Flocke 
eines frisch zerhackten Rinderpankreas, das 24 Stunden mit 
wenig stark verdiinnter Sodalésung im Brutschrank gestanden 
hatte. — Durch die starke Gasentwicklung wurden die Stopfen 
anfangs oft herausgedriickt. Gegen Ende der Zeit machte der 
vorher intensive Fiulnisgestank einem eigenartigen siblichen 
Geruch Platz. 

Zur Untersuchung wurde zuerst vom iiberschiissigen Cal- 
ciumcarbonat abfiltriert, das Filtrat dann bei schwach phosphor- 
saurer Reaktion auf ungefihr einen Liter eingeengt und nun 
dem Verfahren von Kutscher unterzogen, genau, wie dies 
schon in meinen friiheren Mitteilungen geschildert ist. Die 
Tanninfallung beseitigt dann Reste des Peptons, wiéhrend die 
Phosphorwolframsiurefallung den Vorzug hat, daB sie die 
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Uber den bakteriellen Abbau des Histidins. DOD 


basischen Korper vom Traubenzucker, soweit derselbe noch 
vorhanden ist, abtrennt. Nachdem die Phosphorwolframsaure- 
fallung mit Baryt und Kohlensiiure in bekannter Weise in eine 
Losung der kohlensauren Basen verwandelt war, wurde mit 
Salpetersiure schwach angesiuert, eine zur volligen Ausfiillung 
geniigende Menge Silbernitratlésung hinzugegeben und = nun 
vorsichtig so lange kaltes Barytwasser hinzugetiigt, bis eine 
Probe der Fliissigkeit gegen ammoniakalische Nilberlésung nur 
noch eine ganz leichte weibe Triibung zeigte. Dann saugte ich 
den betrichtlichen Niederschlag ab, wusch ihn vorsichtig mit 
etwas kaltem Wasser und zersetzte ihn durch Aufschwemmen 
in Salzséure. Hierbei ging alles in L6sung und nur Chlorsilber 
blieb zuriick, von dem abfiltriert wurde, um alsbald das Filtrat 
mit Phosphorwolframsiure zu fiillen. Den voluminésen weifen 
Niederschlag wusch ich mit 5°/oiger Schwefelsiiure véllig sal- 
petersiurefrei und fiihrte ihn dann durch Zersetzen mit Baryt usw. 
in eine Losung von kohlensauren Basen tiber. Diese wurde 
zum diinnen Sirup eingeengt und nun mit alkoholischer Pikrin- 
siiurelésung gefalll. 

Die auf diese Weise entstandene Fallung wog nach scharfem 
Absaugen und Trocknen nicht weniger als 53,8 g und bestand 
aus B-Imidazolylathylaminpikrat. Zur Identifizierung wandelte 
ich durch Behandeln mit Salzsiiure und Ather den gréBten Teil 
des Pikrates in das Chlorid um, welches alsbald nach dem 
EKinengen in schénen, leicht gelblich gefarbten, Krystallen heraus- 
kam, die in Wasser sehr leicht, in Alkohol schwer léslich, in 
Ather unlislich waren, sich aber aus heifem Alkohol gut um- 
krystallisieren und rein gewinnen liefen. Alles dies trifft auch 
fiir das Chlorid des von Windaus und Vogt!) synthetisch 
dargestellten B-Imidazolyléthylamins zu. Diese Autoren fanden 
ferner, daB ihr Chlorid bei 240° unter Zersetzung schmolz; 
das meinige tat dies bei 239°. 

Die Eigentiimlichkeit des synthetischen Salzes, mit Zink- 
hydroxydammoniak keine, wohl aber mit Quecksilberchlorid 
und Kalilauge eine Fallung zu geben, fand ich auch bei meinem 


‘) Ber. d. Deutsch. chem. Ges., Bd. XL, S. 3691 (1907). 
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Praiparat wieder. In einem weiteren Punkte aber konstatierte 
ich eine Abweichung. Windaus und Vogt geben nimlich an, 
daf} das salzsaure B-Imidazolylithylamin mit Silberoxydammoniak 
kein schwer lésliches Salz bilde, wahrend ich mit diesem Fallungs- 
mittel aus meinem Praparat ein solches darstellen konnte, was 
ja auch schon nach der Art, wie die Base isoliert wurde, sich 
von selbst verstand. Ich erklire mir diese mangelnde Uber- 
einstimmung aus der Annahme, daf Windaus und Vogt in 
ihrer Silberoxydammoniaklésung etwas zuviel tiberschissiges 
Ammoniak hatten, denn dieses wirkt lésend auf den betreffenden 
Niederschlag, respektive verhindert sein Auftreten, wie ich be- 
obachten konnte: das B-Imidazolylaéthylamin verhiilt sich in dieser 
Beziehung also genau wie das Histidin. 

Die von Pauly fiir das Histidin beschriebene schéne Rot- 
fiirbung mit Diazobenzolsulfosiiure in sodaalkalischer Lésung 
gab, wie zu erwarten war, auch mein Praparat des p-Imidazolyl- 
iithylaminchlorids. Ferner konnte ich die Bromwasserreaktion 
von Knoop,!) die, wie dieser Autor angibt, von den dem Histidin 
nahestehenden Derivaten allein dem £-Imidazolyliithylamin zu- 
kommt, gleichfalls beobachten, jedoch nur, wenn die Lésung 
sodaalkalisch gemacht wurde. 

Die Biuretreaktion fillt indessen negativ aus, was den 
K6rper also vom Histidin unterscheidet. Bemerken mochte ich 
noch, da das B-Imidazolylithylaminchlorid in kaltem Methyl- 
alkohol leicht léslich ist, soda man es auf diese Weise von 
anorganischen Salzen wird trennen kénnen. 

Kinen Teil des Salzes fiihrte ich durch Zugabe von alko- 
holischer Platinchloridlésung in das Platinat tiber, welches ich 
absaugte, mit Alkohol einmal vom Uberschu8 des Fiaillungs- 
mittels reinwusch und dann aus kochendem Wasser umkrystal- 
lisierte. Es wurden so schéne, ziemlich grofe, in Krusten an- 
einanderhaftende, dunkelrote Krystalle erhalten, die kein Krystall- 
wasser enthielten und in kaltem Wasser sehr schwer loéslich 
waren. Die Substanz war rein, denn ihr Platinwert dnderte 
sich durch nochmaliges Umkrystallisieren nicht. 


') Beitriige zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. XI, S. 356 (1908). 
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0.1447 g Substanz gaben 0,0539 g Pt. 


0.1133 » » » 00424 » » 
0.1485 » » » 11,0 com N bei P. == 748 mm und T. = 15”. 
0.1211 » » >» 00,0492 g CO, und 0,0257 g H,0. ' 
Berechnet fiir C,H,N,- H,PtCl, : Gefunden : ( } j 
Pt = 37,4°%o 37,3°%o = 37,4%o | 
N = §8,1°%o 8,6°%/o 
C 11,5 °/o 11,1°/o 
H = 2,1%o 2,4%o 


Der K6rper ist, wie auch das Platinat der synthetisch 
gewonnenen Base, in Alkohol fast unldslich, leicht léslich nur 
in heifem Wasser. Windaus und Vogt fanden, daB sich ihr 
Praparat beim Erhitzen im Schmelzpunktrohrchen tiber 200° 
allmiéhlich grauschwarz firbte, ohne indessen zu schmelzen. 
Auch mein Praparat war nicht zum Schmelzen zu_bringen: 
die Grauschwarzfarbung fing bei 240° an deutlich zu werden. 

Aus einem anderen Teile des Chlorides stellte ich nun 
durch Fallung mit Goldchloridl6sung das bisher noch nicht be- 
kannte Chloraurat der Base dar, das in kaltem Wasser schwer. 
in kochendem leicht léslich ist. 

0,1111 g Substanz gaben 0,0553 g Au. 


0.1047 » 0,0520 » 
0.3482 » 0,0958 » CO, und 0,0457 g H,O. 
Berechnet fiir C,H,N, - 2(HAuC],) : Gefunden : 
Au = 49,9%o 49,8%0 49.7% 
G 7,6°%o 7.9 °%/o 
H 1,4°/0 1.5°/o 


Das Salz bildet im Schmelzr6éhrchen zwischen 200° und 210° 
eine schwarze, unter Blasenbildung hochsteigende Schmelze. 

Auch das schwerlésliche Pikrolonat der Base habe ich 
dargestellt: es zeigte nach dem Umkrystallisieren aus Wasser 
biischelformig angeordnete Krystallnadeln, wie sie Windaus 
und Vogt bei ihrem synthetischen Priiparat sahen. 

Das Filtrat der Silberfiilluug wurde nun mit Barytwasser 
vollstiindig ausgefillt und dieser Niederschlag, genau wie der 
vorige, in eine Lésung der kohlensauren Basen verwandelt: 
durch Fillung mit alkoholischer Pikrinsiiure konnte ich auch 
hier wieder einen Niederschlag von B-Imidazolylithylaminpikrat 
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erhalten; er wog nach dem Trocknen 7,8 g und wurde aus 
Wasser, in dem das Salz sehr schwer léslich ist, umkrystallisiert. 

Im Schmelzpunktréhrchen erhitzt, bildet das Salz zwischen 
220° und 230° eine schwarze, hochsteigende Schmelze: Win- 
daus und Vogt fanden bei raschem Erhitzen ihres gleichfalls 
sehr schwer léslichen Pikrates einen Zersetzungspunkt von 239°. 
Auch mein Priiparat stellte tiefgelbe rhombische Tafeln dar. 

0.1460 g Substanz gaben 0,1912 g CO, und 0,0354 g H,O. 


OL197 > ; 23.0 com N bei P. == 748 mm und T. = 13°. 
Berechnet fiir C,H,N,(C,H,O0,N,), : Gefunden : 
C = 35.8 °/o 39,7 °/o 
H 2.7 Jo 2,7 °%o 
N = 22.2% 22.6 %/o 


Ich habe nun auch versucht, das B-Imidazolylathylamin aus 
dem Histidin durch Erhitzen mit Calciumoxyd zu gewinnen, 
und zu dem Zwecke 5 g trocknes Histidin mit 100 g Calcium- 
oxyd innig zu einem feinen Pulver verrieben, welches ich in 
einer Retorte auf dem Drahtnetz erwarmte. Das Olige, stark 
hasische Destillat wurde am absteigenden Kihler in Salzsaure 
aufgefangen. Als der Prozef beendigt schien, spiilte ich nach 
Sprengung des Retortenhalses das in diesem und dem Kiihler 
noch befindliche Ol] gleichfalls in die Vorlage und itherte nun 
den Inhalt der letzteren zwecks Reinigung einmal aus. Dann 
heseitigte ich die Reste des Athers, sowie die iiberschiissige 
Salzsiiure durch Einengen auf dem Wasserbade und gab, als 
die Fliissigkeitsmenge nur noch gering war, absoluten Alkohol 
hinzu. Von dem sich abscheidenden Ammoniumchlorid wurde 
abfiltriert und nun die nochmals eingeengte und vom Alkohol 
befreite Fliissigkeit mit Goldchlorid gefallt. Da der auf diese 
Weise entstandene schwer lésliche Niederschlag noch etwas 
dunkelbraun aussah, filtrierte ich ihn ab und zersetzte ihn in 
heifem Wasser mit Schwefelwasserstoff; das Filtrat von so 
gebildetem Schwefelgold engte ich wieder ein und fallte noch- 
mals mit Goldehloridlésung. Jetzt erhielt ich ein sch6nes gelbes, 
in kaltem Wasser schwer, in heifem leicht lésliches reines Gold- 
salz, das sich aber als das Chloraurat des Imidazols herausstellte. 

0.1006 g Substanz gaben 0,0489 g Au. 


Berechnet fiir C,H,N, - HAuC], : Gefunden : 
Au = 48,3°/o 48,6 °/o 
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Es war also durch das Erhitzen des Histidins mit Calcium- 
oxyd gleich die ganze Seitenkette abgesprengt worden. 

Auber dem £-Imidazolylathylamin habe ich nun noch ein 
anderes Abbauprodukt des Histidins bei dessen Fiiulnis gewinnen 
konnen. Das Filtrat der 53,8 g Imidazolyliithylaminpikrat, welche 
sich aus der ersten Silberfillung hatten erhalten lassen, wurde 
durch Abdampfen vom Alkohol befreit, mit Wasser aufgenommen 
und durch Salzsiiure und Ather in das Chlorid iibergefiihrt. 
Die Lésung desselben dampfte ich zur Trockne ein und nahm 
sie dann mit Alkohol auf, wobei sich einige Krystalle abschieden, 
die ich unberiicksichtigt lie}. Die alkoholische Losung wurce 
jetzt mit alkoholischer Platinchloridlésung gefiillt, und nun die 
ziemlich spirliche Fiillung verworfen, das Filtrat, das ich nach 
Absaugen derselben erhielt, wurde vom Alkohol durch Ab- 
dampfen befreit; den jetzt verbleibenden Riickstand liste ich 
in mdglichst wenig kochendem Wasser, aus dem sich beim 
Abktihlen ein schénes gelbrotes Salz abschied, das bei der 
Analyse sofort alle fiir das Platinat der Imidazolylpropion- 
siure stimmende Werte gab. Knoop und Windaus!) geben 
fiir dieses Salz an, dali es bei 209° unter Zersetzung schmilzt; 
mein Priaparat lieferte zwischen 180° und 185° eine rétliche 
Schmelze, die bei 195° anfing hoch zu steigen und sich dabei 
zu schwarzen. Diese Differenz kann aber nicht ins Gewicht 
fallen, da erfahrungsgemiif die Edelmetallsalze ein und desselben 
Kérpers verschiedener Herkunft aus unbekannten Griinden oft 
verschiedene Schmelzpunkte zeigen. 


0,1036 g Substanz gaben 0,0289 g Pt. 


5 
0,1787 » » 0.1368 » CO, und 0,0422 ¢g H,0. 
0.1269 » ’ 8,3 ceom N bei P. = 755 mm und T. = 12”. 
Berechnet fiir (C,H,N,O,), - H,PtCl, : (refunden : 
Pt = 28,2%, 27.99), 
(== 20,9%o 2.9 
mB = 26% 26° 
N 8,2°/0 7.8/0 


Die Menge des von mir erhaltenen Platinates, der Imi- 
dazolylpropionsiure betrug 0,57 g, sodaBb ich also diese Sub- 


') Beitrége zur chem. Physiol. u. Pathol., Bd. Vii. 5S. 147 (1906) 
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stanz in ungleich geringerer Ausbeute gewann, als das B-Imid- 
azolylithylamin. 
Der Prozefs der Fiulnis des Histidins war in meinem 





Versuch im wesentlichen ein anaerober, denn die Flaschen 
waren nicht geschiittelt worden und auBerdem war ‘Trauben- 
zucker zugegen, der erfahrungsgema&B die Anaerobiose unter- , 
stiitzt. Der Abbau durch die Bakterien hatte nun auch bei 

dieser Aminosiiure zwei verschiedene Richtungen genommen. , 


kr bestand in der Abspaltung von CQ, einerseits, in einer 
Beseitigung der a-standigen Aminogruppe andrerseits. 





| CH CH 
HN N HN N 
| | —— |; | 
HC — C-CH,-CH- COOH HC = C —CH, —CH, + CO, | 
| | ' 
NH, NH, ; 
Histidin. B-Imidazolylathylamin. 
I. CH CH 
fi & WN 
HN N HN N 


— | | : 
HC == C — CH, — CH - COOH CH = C— CH, — CH, - COOH 
| 
NH, 
Histidin. [Imidazolylpropionsadure. 


Durch die Gewinnung des B-Imidazolylithylamins aus dem 
Histidin ist gleichzeitig erwiesen, dafi die Aminogruppe des 
Histidins sich in a-Stellung zur Carboxylgruppe befindet, und 
dadurch ist die Konstitution dieser Hexonbase, die in diesem 
Punkte noch unsicher war, nun vollstandig aufgeklart. 














Uber die Guajakblutprobe und eine neue Modifikation derselben 


mit Natriumsuperoxyd. 
Von 
Dr. Bruno Bardach und Dr. Siegmund Silberstein (Wien). 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Marz 1910.) 


In der tiber die Guajakprobe vorliegenden Literatur finden sich 
verschiedene Vorschriften sowohl tiber die Beschaffenheit der Reagenzien 
als auch tiber die Art der Ausfithrung der Reaktion. Demzufolge sind 
auch die Angaben tiber die Empfindlichkeit respektive Brauchbarkeit der 
Reaktion nicht iibereinstimmend. Wir waren daher zuniichst darauf be- 
dacht, eine Entscheidung tiber die beste Art der Ausfiihrung der Guajak- 
probe in ihrer urspriinglichen Form, d. i. mit Terpentin, herbeizufiihren. 
Bei den diesbeziiglichen Untersuchungen hat sich herausgestellt, dai fiir 
die Empfindlichkeit der Reaktion ein Zusatz von Alkohol, wie ihn schon 
Schumm angegeben hat,') ausschlaggebend ist. 

So erhielten wir bei Anstellung der Guajakprobe mit Terpentin in 
diinnen wiisserigen Lésungen von Menschenblut folgende Empfindlichkeits- 
grenzen: 











Mit Alkohol 





1" aD 
gehalt Jo Ohne Alkohol | 
| 





0,05 | nach 3 Minuten blau sofort intensiv blau 


0,01 | nach 5 Minuten schwach griin 
| 





0,005 — negativ | griin 
0,003 | nach 2'/, Minuten schwach griin 
0,002 | negativ 


| 

Hiermit war also bewiesen, dafs die Guajak-Terpentinprobe durch 

den Alkoholzusatz an Empfindlichkeit wesentlich zunimmt. 
Wegen der ungleichmafigen Beschaffenheit des Terpentindles wurde wieder- 
holt versucht, dieses durch einen chemisch definierten Kérper von kon- 
stanter Zusammensetzung zu ersetzen. Als solchen hat Car]son*) Wasser- 
stoffsuperoxyd in 3°/oiger Lésung in Vorschlag gebracht. Nach Angaben 
anderer*) steht jedoch die Reaktion in der Ausfiihrung mit Wasserstoff- 
superoxyd der Terpentinreaktion an Empfindlichkeit wesentlich nach. 
Auch wir konnten einerseits die geringere Empfindlichkeit bestatigen, 
anderseits dagegen eine Steigerung derselben durch Alkoholzusatz nach- 
weisen. Da aber trotz des Alkoholzusatzes die Empfindlichkeit der Ter- 
pentinprobe nicht erreicht werden konnte, versuchten wir mit konzen- 
trierten Wasserstoffsuperoxydlésungen und sogar auch mit 100 volum- 
prozentigem Wasserstoffsuperoxyd(Perhydrol Merck), ohne jedoch hierdurch 


‘) Diese Zeitschrift, Bd. L, S. 375. 
*) Diese Zeitschrift, Bd. XLVIII, S. 69. 
*) Schumm, |. ¢ 
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wesentliche Vorteile zu erzielen. Schlieflich erreichien wir durch Ver- 
wendung des leicht im Handel erhiltlichen und gut haltbaren Natrium- 


superox ydes das gewiinschte Resultat. Die Empfindlichkeit der (uajak- 
reaktion ging unter Verwendung dieser Subs(anz noch viel weiter als 
mil Terpentin. Die Probe haben wir in nachstehender Weise 


ausgefiihrt: 

Auf etwa 5 cem der zu untersuchenden Fliissigkeit fiigt man sel 
wenige Tropfen emer frisch bereiteten alkoholischen Guajaklésung, bis 
die Fliissigkeit nach dem Durchmischen eben beginnt, ein opakes Aus- 
sehen anzunehmen. Nun setzt man eine Messerspitze ') Natriumsuperoxyd 
(Kahlbaum) zu, gibt rasch reichlich 30°/oige Essigsiure (etwa 2 ccm) bis 
zur sauren Reaktion zu, wobei die vorher entstandene Gelbfarbung wieder 
verschwindet, und schichtet unter vorsichtigem AufgiefKen in die geneigte 
Kprouvette 1—2 cem Alkohol. Selbst bei sehr ceringen Mengen von Blut 
tritt sofort an der Schichtung ein blauer Ring auf, Die Bléuung ist lang- 
siens nach 1—2 Minuten konstatierbar und geht dann manchmal in einen 
griimen oder mifMarbigen Ton tiber. Hervorgehoben sei, dafi Essigséure- 
und Alkoholzusatz rasch aufeiander folgen miissen, so lange die starke 
(rasentwicklung noch anhalt. Mit Hilfe dieser Reaktion ist man noch 
imstande, in einer Lésung von 7 mg Blut im Liter Wasser ersteres nach- 
zuweisen, wiihrend bei der Verwendung von Terpentin die Grenze bei 
30 me im Liter gelegen ist. Die Reaktion gehért also in der Aus- 
fihrung mit Natriumsuperoxyd?) zuden empfindlichsten Blut- 
proben. 

Da wir in erster Linie darauf bedacht waren, die Probe fiir die 
Hlarnuntersuchung zu verwenden, haben wir eine Reihe normaler sowie 
pathologischer (Zucker-, Eiweils-, Aceton-, Acelessigsiure- usw.) Harne 
untersuchl, und gaben diese bei Abwesenheit von Blut keine Blaufarbung.°) 

Im Verlauf dieser Untersuchungen konstatierten wir, dafi die 
(iuajakreaktion (mit Terpentin, Wasserstoffsuperoxyd oder Natrium- 
superoxyd ausgefitihrt) auch durch Chlorionen der Salzlésungen 
bis zu bestimmten Konzentrationen ausgelést wird. 

So zeigte eine wiisserige 1,7°/oige Chlornatriumlisung bei der Ter- 
pentin-Guajakprobe nach 3 Minuten intensive Blaufarbung, wahrend durch 
Chlorealcium und Chlorammonium soger noch in 0,5 resp. 0,4°/oiger L6- 
sung die Reaktion hervorgerufen wird. 

Uber die weiteren Ergebnisse der diesbeziiglichen in Durchfiihrung 
begriffenen Versuche, sowie tiber Anwendbarkeit der Natriumsuperoxyd- 
reaktion auf Mageninhalt, Faeces usw. behalten wir uns vor, demniachst 
zu berichten. 

') Kein Eisen! am besten Glasloffel. 

*) Zur Kontrolle ist das Natriumsuperoxyd in wasseriger Losung zu 
priifen. Reine Priparate zeigen héchstens schwache Griinfarbung. 

) Weiteres Beobachtungsmaterial wird noch gesammelt. 
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Die Fette 


vom physiologisch-chemischen Standpunkte. 


Von 


Dr. Adolf Jolles, 


Honorar-Dozent am k.k. Technologischen Gewerbemuseum in Wien. 


8°, 71 Seiten. 1907. . 1.60. 


Diese Schrift ist bestimmt, eine fihlbare Liicke in der einschlagigen 
Literatur auszufiillen und wird sowohl Physiologen als auch allen 
Medizinern, Chemikern und Pharmazeuten gute Dienste leisten. 


«Das Werkchen ist eine sehr fleifige Sammlung der neueren For- 
schungen auf dem Gebiete der Fettchemie, insoweit sie physiologisch 
bedeutsam sind, im Zusammenhang mit den in Betracht kommenden 
allgemeinen Erfahrungen der organischen und physikalischen Chemie. Die 
Anzahl der die wissenschaftlichen Arbeiten verdffentlichenden Zeitungen 
und Zeitschriften ist zu einer erstaunlichen Héhe angewachsen und macht 
es dem Einzelnen schon schwer, selbst auf kleinerem Gebiete, alle Ab- 
handlungen und Leistungen zu verfolgen. Wer nun weil, welches Mah 
von Mithe und Zeitaufwand es kostet, bei diesen Mengen von Publikationen 
eine so vielfach zerstreute einschligige Literatur zu bearbeiten, wird 
dieser gewissenhaften Zusammenfassung Dank wissen.» 


Osterreichische Chemiker-Zettung 1907, Nr. 16. 


Die chemischen Schutzmittel des Cierkérpers 
bei Vergiftungen. 


Von Emil Fromm. 


ao. Professor an der Universitat Freiburg i. Br. 


8°, IV, 32 S. 1903. Preis @ 1.— 





«Die in bemerkenswerter Kiirze und Klarheit geschriebene Broschtire 
versucht ein Bild des chemischen Riistzeuges zu geben, dessen sich der 
Tierkérper bei denjenigen Vergiftungen bedient, deren Verlauf man 
chemisch verfolgen kann. . .» 


Naturwissenschaftliche Wochenschrift. N. F. III. Nr, 23. 


«Der Inhalt dieser Arbeit lat sich kurz nicht wiedergeben. Wir 
empfehlen aber ihre Lektiire allen, die an toxikologisch-chemischen 


Fragen Interesse haben.» 
Pharmaceutische Zeitung 1908, Nr. 86. 














Franz Schmidt & Haensch | 


Berlin S. 42, Prinzessinnenstrafe 16. 


Werkstiitten ffir Prézisions-Mechanik und Optik. 
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meter, 
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sowie andere wissen- 
schaftliche Instru- 

m mente fir Labora- 
toriumsgebrauch. 


Polarisationsapparat nach Landolt. Preislisten kostenlos. 
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